Ozgiin makale / Original article

(
\

CEVAL Gy
5 )
")
/ 2\
o
e

MUS

2

%ueay

Nacar ve ark. 28

Testiste Spermatogenik Hiicrelerde B; Integrin ve Fibronektin Dagilimu
Localization of B1 integrin and fibronectin on spermatogenic cells in rat testis
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OZET

Amag: Fibronektin Pl integrinle etkileserek
hiicre adezyonu, gogii ve proliferasyonunda
gorev alir. Bu calismada gelismekte olan testis
dokusunda 1 integrin ve fibronektin
dagilimmi  immiinohistokimyasal yontemle
gostermek amaclandi.

Gere¢ ve yontem: Calismada; Wistar cinsi
erkek siganlar kullanildi. Siganlar, yaslarina
bagl olarak ver her grupta 7 adet olmak iizere
yenidogan, 3, 10, 15, 21 giinliik, 1, 2 aylik ve
ergin olmak iizere 8 gruba ayrildi. Dokulara
fibronektin ve p1 integrin icin
immiinhistokimyasal yontem uygulandi.
Bulgular: Testiste fibronektinin bir bazal
membran ve bag doku bileseni olarak
seminifer tliplerin  biitiinliigiine  katkida
bulundugu ve hiicre-hiicre etkilesiminden ¢ok
hiicre-bazal membran ve bazal membran-
interstisyel doku etkilesiminde islevsel oldugu
goriildii. Fibronektin tutulumunun en belirgin
izlendigi alanlarin peritiibiiler alan, bazal
membran ve myoid hiicre katmani oldugu
goriildii. B1 integrin tutulumunun, Ozellikle
gelisimin ileri evrelerinde, peritiibiiler dokuda
ve bazi spermatogenik seri hiicrelerinde
belirgin oldugu izlendi.

Sonug: B1 integrinin ise daha ¢ok hiicre-hiicre
etkilesiminde ve dolayisiyla spermatogeneziste
etkin olabilecegi kanisina varildi.
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ABSTRACT

Aim: Fibronectin interacts with its receptor, f1
integrin, and takes place in cell adhesion,
migration and proliferation. In this study, we
examined the distribution of fibronectin and 1
integrin  of testis tissues in different
developmental stages with
immunohistochemical methods.

Material and methods: Wistar rats were used
in the study and divided into 8 groups
according to their ages: newborn, 3 days, 10
days, 15 days, 21 days, 1 month, 2 months and
adult.  Testis tissues were examined
immunohistochemically for fibronectin and 1
integrin.

Results: The best fibronectin reactions
occurred in peritubular area, basement
membrane and myoid cell layer and these
reactions became more apparent in later stages.
Besides we observed that there was no reaction
in seminiferous tubule epithelium till adult
stage. In adult rat testis tissue, fibronectin
immune staining was mild to weak in cell
layers of seminiferous epithelium. B1 integrin
immune staining was diffusely strong in
peritubular tissue and spermatogonia from
seminiferous  epithelium.  Reaction  was
restricted to cytoplasm and membranes of the
germinal cells.

Conclusion: As a result, fibronectin in testis is
more functional in cell-basement membrane
and basament membrane-interstitial tissue
interaction than cell-cell interaction; and 1
integrin is essential in cell-cell interaction and
spermatogenesis.
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GIRIS

Spermatogenezis puberte sonrast seminifer tlibiillerde ilkel germ hiicreleri olan
spermatogonyumlardan baglayarak olgun spermiyum olusuncaya degin geg¢en cogalma,
biliylime, olgunlasma ve farklanma evrelerini igeren gelisim siirecidir. Spermatogeneziste
hiicreler arasi baglant1 ve iletisim son derece Onemlidir. Bunu saglayan ise; gelisim
evrelerindeki germ hiicreleri yiizeyinde bulunan adezyon molekiilleri ve hiicre dis1 matriks
bilesenleri arasindaki etkilesimlerin oldugu disiiniilmektedir (1, 2).

Hiicre adezyon molekiilleri, hiicre ylizeyinde bulunan hiicrelerin birbirine ve hiicre disi
matrikse baglanmasini saglayan protein molekiilleridir. Etkilerini baglanma bolgeleri aracilig
ile gergeklestirirler (3). Adezyon molekiilleri kaderinler, selektinler, immunglobulin siiper
ailesi ve integrinler olarak dort esas grupta toplanan, karmasik bir ligant-reseptor
toplulugudur. Esas islevleri hiicrelerin birbirleriyle ve hiicre dis1 matriks ile adezyonu ve
etkilesimini saglamaktir. Embriyonik gelisim, doku diizenlenmesi, immiin hiicre aktivasyonu,
yara iyilesmesi, hiicre gogii gibi pek ¢ok yasamsal olayda 6nemli rol oynarlar (4, 5).

Hiicre dis1 matriks yapisal biitiinligiin saglanmasinda esas role sahip 6zellesmis, dinamik bir
yapidir. Bilesenleri olan fibronektin, laminin, tip 4 kollajen, vitronektin, tenaskin ve pentaktin
hiicre dis1 matriks ve hiicreler arasinda tutunmay1 saglayan ipliksi glikoproteinlerdir. Bunlar
diger hiicre dis1 bilesenleri ve hiicre adezyon molekiilleri i¢in baglanma bolgeleri tasirlar.
Baglanma bolgeleri RGD olarak adlandirilan, arjinin-glisin-aspartik asitten olusan &zel bir
amino asit dizilimidir (6, 7).

Hiicre dis1 matriks’in 6nemli bir baglayici bileseni olan fibronektin birbirine benzer, molekiil
agirliklar yaklasik 22000 dalton olan iki biiytik alt birimin disiilfit baglariyla, ‘V’ seklinde bir
makromolekiil bicimlendirmesiyle olusur.  Fibronektin hiicre ve matriks adezyonun
saglanmasinin yaninda hiicre gogii, embriyogenezis, yara iyilesmesi, hemostazis, trombozis
gibi olaylarda da etkindir (8, 9).

Hiicre dis1 fibronektin fibrilleri ile hiicre i¢i aktin filamanlar1 arasindaki etkilesimler hiicre
zarindaki integrin reseptorleri araciligi ile gerceklesir. Tutunma Ozelligindeki hiicreler,
ylizeylerinde bulunan integrin reseptorleri (genelde asf;) ile fibronektinin orta bolgesindeki
RGD amino asit dizilimini taniyip fibronektine yapismaktadir (10, 11).

Integrinler, 1980°den bu yana boceklerde, nematodlarda ve omurgali hayvanlarda
tamimlanmistir. Dagilimlar tiirden tiire degisen, heterodimerik, integral transmembran
glikoproteinleridir. Integrinler, hiicre dist adezyon molekiillerinin, hiicre iskeletine

tutunmasin1 saglar. Kovalent olmayan baglarla birbirine baglanan farkli o ve [ alt
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birimlerinden olusurlar. Su ana degin, 16 o ve 8 B alt zinciri tanimlanmigtir. Dogal olarak
olusan 24 farkli integrin vardir. f1 ve B3 alt gruplarn fibronektin, kollajen, laminin ile
gerceklesen adezyondan yilikiimli iken B2 alt grubu daha c¢ok hiicre-hiicre tutunulurlugu ile
ilgilidir.

Spermatogenezis siireci iginde gozleyebildigimiz hiicre-hiicre baglanmasi, hiicreler arasinda
sinyal iletimi, farklilasma ve hiicre gocii gibi iglevlerin, saglikli bir sekilde yiiriitiilmesi i¢in bu
iki grup molekiil dogrudan birbiriyle etkilesim i¢inde olmalidir. Bu nedenlerle bu ¢alismada
etkilesimin iki 6nemli bileseni olan fibronektin ve 1 integrinin spermatojenik hiicrelerdeki

dagilimlari incelendi.

GEREC ve YONTEM

Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Kullanimi ve Bakimu ile ilgili yerel etik kurul onayi
alindiktan sonra ¢alismamizda Wistar cinsi erkek siganlar kullanildi. Sicanlar, yaslarina baglh
olarak yenidogan, 3, 10, 15, 21 giinliik, 1, 2 aylik ve ergin olmak iizere 8 gruba ayrildi.
Sicanlar, dogduklar1 ilk giin yenidogan olarak kabul edildi ve sirasiyla diger gruplar
olusturuldu. Deney siiresince laboratuvarin sicakligi ortalama 22+2 °C, nisbi nemi ortalama %
50+5 ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Su ve yem kisitlamasi
yapilmadi.

Anestezi altinda alinan testis dokulart %10’luk nétral formalinde 72 saat siireyle tespit edildi.
Daha sonra dokular alisilagelmis 151tk mikroskop izleme yonteminden gegirilerek parafin
bloklar hazirlandi. Bu bloklardan 4-5 mikrometre kalinligindaki kesitler polilizinli adezivli
lamlara alindu.

Dokudaki fibronektinin ve laminin reseptdrii olan B1 integrinin saptanmasi i¢in Neomarkers
marka Fibronectin Ab-11 (FBN 11, mouse Mab MS-1351-R7, Lot: 1351R106, Neomarkers,
Fremont, CA) ve Santa Cruz marka Laminin p1 (C-19, cat # SC-6018, lot # E030, goat
polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology) kullanildi.

Kesitler 37 derecelik etiivde 1 gece bekletildikten sonra parafinden armmmasi 30 dk. ksilol
icinde bekletildi. Daha sonra alkol serilerinden gecirilerek ksiloliin uzaklagtirilmasinin
ardindan 10 dk. distile suda yikandi. Antijenik uclarin agiga ¢ikarilmasi i¢in fibronektinle
boyanacak dokular sitrat tamponuna konuldu ve mikrodalga firinda 20 dk. etkin birakildi.
Lamininle boyanacak kesitlere proteaz damlatild1 ve 37 derecelik etiivde 20 dk. tutuldu. Daha
sonra oda 1sinda sogutulan dokular once distile su ile 10 dk. ve sonra da PBS ile 3x3 dk.
yikandi. Inkiibasyon kabina dizilen kesitler hidrojen peroxite 15 dk. etkin birakildiktan ve
PBS ile yikandiktan sonra Ultra V Blok ile 5 dk. etkin birakildi. Aralarda PBS ile yikamak
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sartiyla sirastyla primer antikor (1 saat), biyotinlenmis sekonder antikor (20 dk.), streptavidin
peroxidase (20 dk.) ve AEC (15 dk.) damlatildi. Yine PBS ile yikanan kesitler Mayer’s
Hematoksilen’de 2 dk. bekletildi. Akar suda 5 dk. bekletildi ve Ultra Mount ile kapatildiktan
sonra Olympus BH2 foto 151k mikroskopta incelenerek fotograflar: ¢ekildi.

BULGULAR

Fibronektin tutulumu degerlendirildiginde; yeni dogandan 21. giin grubuna kadar olan dort
grupta tiibiil liimenlerinin kapali oldugu ve epitelde fibronektin tutulumunun ¢ok zayif ya da
hi¢ olmadig1 izlendi. Bu gruplarda tutulumun peritiibiiler bolgede ve interstisyel alanda

belirgin oldugu goriildii (Resim 1).

Resim 1: 21. giinde peritiibiiler alanda (1) ve interstisyel dokuda (*) kuvvetli fibronektin

tutulumu izleniyor. Immiinperoksidaz, Hematoksilen, X200

21. giinden sonra liimenin ac¢ildig1 izlendi. 21. gilinden eriskine kadar olan dort gruptaki
fibronektin tutulumuna bakildiginda 6zellikle seminifer epitel hiicre katmanlarinda hiicreler
cevresinde ortadan zayifa degisen fibronektin tutulumu izlenirken interstisyel dokuda tutulum
oldukca yaygindi (Resim 2). Genel olarak bakildiginda da tutulumun yasla birlikte arttig

saptandi.
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Resim 2: Eriskinde seminifer tiibiil epitelinde zayif (1), interstisyel alanda kuvvetli (*)

fibronektin tutulumu ayirt ediliyor. Immiinperoksidaz, Hematoksilen, X1000

B1 integrin tutulumu degerlendirildiginde ise; ilk dort grupta tutulumun son derece az oldugu
ve bunun da interstisyel dokunun bazi béliimlerinde oldugu goriildii (Resim 3). 21. giinden
sonra seminifer tiip epitelinde olgunlasan hiicrelerin 1 integrini zar diizeyinde ve orta
derecede tuttugu ve bu tutulumun giinlerle orantili olarak artti§i saptandi. Ek olarak bazal
laminada ve interstisyel dokuda kuvvetli tutulum izlendi. Eriskinde seminifer tiip epitelinde
bazalden apikale dogru hiicreler olgunlastikca ve tiipiin dongiiye giren bazi hiicrelerinde 1
integrin tutulumunun oldukg¢a kuvvetli oldugu ve bunun limene dogru zayifladig1 dikkati

cekti (Resim 4). Genel olarak bakildiginda da tutulumun yasla birlikte arttig1 saptanda.
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Resim 3: Yenidoganda, testis dokusunda (1 integrin tutulumu sadece interstisyel dokunun bazi
béliimlerinde (1) goriiliiyor. Immiinperoksidaz, Hematoksilen, X1000

I |
| EY :
E s 9° ¢
Resim 4: Eriskinde, kiigiik biiyiiltmelerde seminifer tiip epitelinde bazalden apikale dogru

hiicreler olgunlastik¢a ve tiipiin dongiiye giren bazi hiicrelerinde B1 integrin tutulumunun
oldukca kuvvetli oldugu (11) dikkati ¢cekiyor. Immiinperoxidaz, Hematoksilen, X1000
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TARTISMA

Gelismekte olan testis dokusunda 1 integrin ve fibronektin dagilimini goésterebilmek
amaciyla yapilan immiinhistokimyasal calismada, genel olarak literatiirle uyumlu bulgular
elde edildi.

Son calismalarda testis hiicrelerine ait pek ¢ok salgisal {iriin tanimlanmstir. Ilging olan bu
irlinlerin ¢ogunun dogrudan yada dolayli olarak hiicre-hiicre etkilesimde rol almasidir.
Laminin ve tip I, IV kollagenler Sertoli hiicrelerince salgilanirken; fibronektin ve yine tip |
kollagen peritiibiiler hiicrelerce salgilanir (12).

Magnanti ve arkadaslarmin Kkiiltiirdeki peritiibiiller myoit hiicrelerde (PTMH) integrin
dagilimini inceledikleri ¢alismalarinda, bu hiicrelerin a 1, 2, 3, 6, V ve B 1, 3, 4 integrin alt
birimlerini eksprese ettikleri bildirilmistir (13). Magnanti’nin bulgulariyla uyumlu olarak
bizim ¢aligmamizda da, peritiibiiler alanda myoit hiicre diizeyinde yaygin ve kuvvetli 1
integrin tutulumu izlendi

Salanova ve ark., spermatositlerin bazal kompartmandan luminal kompartmana gegislerinde
integrin ekpresyonunun 6nce kayboldugunu ve sonra yeniden goriindiigiinii bildirmislerdir
(14). Palombi ve ark. ise integrin ekspresyonundaki bu kaybolmanin apikal ektoplazmik
0zellesmenin dagilmasi ve spermatitlerin liimene verilmesiyle es zamanlarda gerceklestigini
one stirmiislerdir (15). Bu bildirimler B1 integrin ekpresyonunun spermatogenezisteki 6nemli
evrelerle yakindan iligkili oldugunu ve dolayisiyla tutulum farkliliklar1 goriilebilecegini ortaya
koymaktadir.

Mulholland ve ark. seminifer epitelde B1 integrin dagilimlarini inceledikleri ¢alismalarinda 1
integrin tutululumlarinin, bizim sonuglarimiz1 destekler sekilde, 6zellikle Sertoli-germ hiicre
ve Sertoli-Sertoli hiicre etkilesim bdlgelerinde yogun oldugu bildirilmistir (16).

Giebel ve arkadaglarinin sigan testisinde integrin 1, al, a5 ve a9 alt birimlerinin yerlesimine
baktiklar1 ¢alismalarinda, sonuglarimizla uyumlu sekilde, B1, al ve a9 alt birimlerin bazal
membranlarda ve/veya biitiin seminifer tiibiillerde Sertoli hiicre bazal bolmelerinde eksprese
edildigi bildirilmistir.

Giebel ve ark. ¢alismalarinda, Sertoli hiicre bazal sitoplazmasina ek olarak B1, al ve a5
integrin alt birimlerinin seminifer tiibiillerin ara ve luminal bélmelerinde yerlestiklerini ve bu
ekpresyonun spermatojenik dongiiye bagli oldugunu bildirmistir. Giebel ve ark., Palombi ve
ark. ve Pfeiffer ve arkadaslarinin caligmalarinin sonucunda 1 integrinin ektoplazmik
ozellesmelerde yerlesik oldugu bildirilmistir (15, 17).

Biz de Giebel’in sonuglartyla uyumlu olarak Sertoli hiicre-bazal membran etkilesiminde

integrinlerin rolii oldugunu diisiinmekteyiz. Cilinkii seminifer epitelde tutulumun bazalden
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apikale yayginlastigini ve bazal membranda yaygin kuvvetli Bl integrin tutulumu oldugu

gorildii.

Schaller ve arkadaglarinin insan testisinde P1 integrin ekpresyonunu inceledikleri
caligmalarinda; seminifer tiibiill bazal membraninda, spermatositlerde, spermatidlerde ve
testikiiler spermatozoalarda B1 integrinlerin B zincirine karst reaksiyon izlenmistir. Aym
caligmada spermatogonyalarda ise tutulum goriilmemistir (18). Calismamizda ise seminifer
tiibiil bazal membran1 ve tiip epitelinde yaygin B1 integrin tutulumu izlenirken; Schaller’in
aksine spermatogonyalarda da tutulum izlendi.

Schaller ve arkadaglarinin 1993’te yaptiklart ¢calismada, fibronektin tutulumu seminifer tiibiil
bazal membraninda ve germinal hiicrelerde belirgin izlenmistir. Calismamizda, Schaller’in
sonuclartyla uyumlu olarak, seminifer tiip bazal membraninda, myoit hiicre katmaninda ve
interstisyel alanda yaygin kuvvetli fibronektin tutulumu saptandi. Schaller’in ¢aligmasinda
ayrica, spermatosit ve spermatitlerde ve spermatozoalarin 6zellikle bas kisimlarinda kuvvetli
reaksiyon goriilmiistiir. Fibronektinin bu bolgelerde saptanmasi onun spermatogenezisde
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminde etkin olabilecegini diisiindiirmistiir (18, 19).
Morales ve arkadaslarinin sican testisindeki yasa bagimli degisiklikleri inceledikleri
calismanin sonucunda, yagla birlikte lamina propria kalinliginin arttigi bildirilmistir.
Fibronektin immiin reaktivitesi, ¢aligmamizla uyumlu olarak, kan damarlar1 ve lamina

propriada belirgin izlenmis ve yasla birlikte tutulumun arttig1 bildirilmistir (20).

Sonug olarak, testiste fibronektinin bir bazal membran ve bag doku bileseni olarak seminifer
tiplerin bitiinliigine katkida bulundugu ve hiicre-hiicre etkilesiminden ¢ok hiicre-bazal
membran ve bazal membran-interstisyel doku etkilesiminde islevsel oldugu; B1 integrinin ise
daha ¢ok hiicre-hiicre etkilesiminde ve dolayisiyla spermatogeneziste etkin olabilecegi

kanisina varildi.
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