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Ozet: Calisma, tavsan testis ve epididimislerinde makrofajlarin varligini ve lokalizasyonunu immunohistokimyasal ola-
rak belirlemek amaciyla planlanmistir. Calismanin materyalini 15 adet saglikli, eriskin, erkek Yeni Zellanda tavsanin-
dan alinan testis ve epididimisler olusturdu. Makrofajlarin lokalizasyonunun belirlenmesi amaciyla strept-ABC
immunohistokimyasal boyama teknigi uygulandi. Testisin intersitisyel dokusunda ¢ok sayida RAM11 pozitif makrofaj
belirlendi. Bazi RAM11 pozitif makrofajlarin ézellikle Leydig hticrelerine yakin olarak lokalize oldugu dikkati cekti.
Seminifer tubll epitellerinde ise bazal yerlesimli az sayida RAM11 pozitif makrofaj tespit edildi. Epididimisin intersitisyel
dokusunda da ¢ok sayida RAM11 pozitif makrofaj belirlendi. Kaput, korpus ve kauda epididimiste tum duktus
epididimis boyunca, intraepiteliyal yerlesimli RAM11 pozitif makrofajlar tespit edildi. Bu bulgulara ilaveten, duktuli
eferentislerin epitelinde RAM-11 pozitif immunreaksiyon goruldi. Testiste ve epididimidiste CD68 icin yapilan boyama-
larda ise negatif immunreaksiyon belirlendi. Makrofajlar, tavsan testis ve epididimisinin intersitisyumunda yaygin bir
bicimde yerlesim gostermektedir. Tavsan testis ve epididimisinde belirlenen RAM11 pozitif makrofajlar muhtemelen
insan ve kemirgenlerin testis ve epididimislerindeki makrofajlarla benzer hiicresel fonksiyonlara sahiptirler.

Anahtar kelimeler: Epididimis, makrofaj, RAM11, tavsan, testis.

The Immunohistochemical Localization of Macrophages in Rabbit Testis and Epididiymis

Summary: This study was planned to determine the existence and localization of macrophages in rabbit testis and
epididiymis by using immunohistochemistry. The testis and epididymis patterns taken from fifteen healthy, adult, male
New Zelland rabbits formed the material of our study. For the determination of the localization of macrophages, a
strept-ABC immunohistochemical staining procedure was applied. Numerous RAM11 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 RAM11 positive macrophages were also identified in the intersititium of epididiymis. Intraepithelial
RAML11 positive macrophages were found in overall ductus epididiymis of caput, corpus and cauda epididiymis. In
addition these findings, a RAM11 positively immunoreaction was especially seen in epithelium of ductuli efferentis.
However, the negative immunoreaction was determined in testis and epididiymis in staining for CD68. The
macrophages are widely localization in testis and epididiymis of rabbit. Probably, RAM11 positive macrophages
determined in the rabbit testis and epididiymis possess the cellular functions similar to those testis and epididiymis of
human and rodents.

Key Words: Epididiymis, macrophage, rabbit, RAM11, testis.

Girig

Testisin, germ hcrelerinin Uretilmesi ve cinsiyet
hormonlarinin yapiimasi olmak tzere iki ana fonk-
siyonu vardir. Pubertaya erismis erkek bireyde,
germ hicreleri mayoz bélinme gecirerek cesitli
gelisim asamalari sonucunda ileri derecede 6zel-
lesmis spermatozoanlar sekillendirirler (1). Germ
hucrelerinin gelisimi ve farklilagmasi sirasinda, ¢ok
sayida hiicre ici ve ylzeyine ait proteinler ortaya
cikarken, olusan bu otoantijenlere karsi bir
immunolojik yanit olusmaksizin tolerans sekillenir
(5, 6, 29). Germ hicrelerine karg! tolerans olustu-
rulmasinda Sertoli hiicreleri ve peritubller hiicreler
tarafindan olusturulan kan-testis bariyerinin yani
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sira makrofajlarin da énemli fonksiyonlari bulun-
maktadir (4, 8, 12, 16, 33)

Eriskin testislerinde, makrofajlar Leydig hicreleri
gibi intersitisyel dokunun 6nemli hicrelerindendir
(16, 25, 33). Testikular makrofajlar, diger organla-
rm bagd dokularinda  yerlesim  gdésteren
makrofajlarin genel 6zelliklerini icermekle birlikte,
testise spesifik fonksiyonlara da sahiptirler (2, 4,
29). Makrofajlar, 6zellikle Leydig hiicreleri ile mor-
folojik ve fonksiyonel agidan yakin iligki icerisinde-
dirler (15, 17). Bu hucreler, Leydig hiicre gelisimi
ve erigkinlerde steroidogenesizin dizenlenmesin-
de 6nemli rol oynamaktadirlar (11, 34). Testikilar
makrofajlarin sayisi, seminifer tubdllerin etkisinden
ziyade direkt olarak Leydig hiicre aracili mekaniz-
malarla dizenlenmektedir (8, 9, 14). Bununla bir-
likte, testikilar makrofajlar salgiladiklari bazi
mediyatdrler yardimiyla Sertoli hiicre fonksiyonu
ve spermatogenezis Uzerinde de etkili olmaktadir-
lar (13, 19, 29).
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Testise ilaveten epididimislerin interstisyel doku-
sunda ve duktus epididimis epitellerinde de
intraepiteliyal makrofajlarin  varh@i  bildirilmigtir.
Ozellikle tubiil epitelinde yerlesen intraepiteliyal
makrofajlarin prensipal hiicreler tarafindan olustu-
rulan kan-epididimis bariyerine katki yaptigi dusi-
nilmektedir (6, 7, 18, 22, 24).

RAML11, tavsan alveolar makrofajlara karsi farele-
rin immunizasyonuyla elde edilen bir mono klonal
IgG1 antikor olup, tavsan dokularinin bag dokula-
rinda yerlesim goOsteren makrofajlarin
immunohistokimyasal lokalizasyonunun belirlen-
mesi amaciyla kullaniimaktadir (20). CD68
monosit ve makrofajlarin sitoplazmasinda bulunan
bir glikoprotein olup dokularda yerlesim goésteren
makrofajlarin  belirlenmesinde  kullaniimaktadir
(27). Ozellikle insan, fare ve sigan testislerinde
lokalize olan makrofajlarin yapisi ve fonksiyonla-
riyla ilgili cok sayida arastirma bulunmaktadir (2,
3, 10, 23, 26). Buna karsin, yapilan literatur tara-
malarinda tavsan testis ve epididimisinde
makrofajlarin varligi ve lokalizasyonu ile ilgili her-
hangi bir arastirmaya rastlaniimamistir. Calisma,
tavsan testis ve epididimislerinde makrofajlarin
varligini ve lokalizasyonunu immunohistokimyasal
olarak belirlemek amaciyla planlanmistir.

Gerecg ve Yontem

Calismada materyal olarak, 15 adet saglikli, erkek,
beyaz Yeni Zellanda tavsanindan temin edilen 30
adet testis kullanildi (ERU Veteriner Fakiiltesi Etik
Kurulu 10.04.2007 tarihli 13 toplanti sayili, 21 ka-
rar nolu karar). Tavsanlar, kas i¢i sodyum
pentobarbital uygulamasi ile 6tanazi edildikten
hemen sonra testisleri c¢ikarildl. Testisler,
epididimisin tam ortasindan gegecek sekilde uzun-
lamasina bir ensizyonla iki esit parcaya ayrildi.
Bouine tespit sollisyonunda 12 saat sireyle tespit
edilen dokular sirasiyla dereceli alkoller, metil
benzoat ve benzol serilerinden gegirilerek parafin-
de bloklandi. Parafin bloklardan adhesivli lamlara
5 pum kalinhginda alinan kesitlere, makrofajlarin
testis ve epididimisteki lokalizasyonunun belirlen-
mesi amaclyla strept-ABC immunohistokimyasal
boyama yontemi uygulandi. Kesitler, endojen
peroksidazin inaktivasyonu amaciyla metanolde
hazirlanan %3'luk hidrojen peroksitte 20 dakika
sureyle tutuldu. Ardindan anti-CD68 primer anti-
korlari i¢in proteaz enzimi ile antijen retrieval islemi
uygulanirken, anti-RAM11 primer antikoru icin her-
hangi bir islem uygulanmadi. Daha sonra, kesitler
non-spesifik baglanmalari engellemek igin %10’luk
keci serumu (Labvision, Ultravision kit, TM-125-
HL) ile 5 dakika siireyle muamele edildi. Bu islem-
den sonra, monoklonal mouse anti-rabbit
macrophages (1:200, DAKO, Kat No; M 0633,
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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 No; MS 397, Klon; KP1)
ve monoklonal mouse anti-human CD68 (1:50,
Neomarkers, Kat No; MS 1808, Klon; PG-M1)
primer antikorlariyla kesitler 1 saat sUreyle
inklibasyona birakildi. Daha sonra, kesitler 20 da-
kika sureyle biotinli anti-mouse sekonder antikor
(Labvision, Ultravision kit, TM-125-HL ) ve 20 daki-
ka sireyle de avidin-peroksidaz soliisyonlariyla
(Labvision, Ultravision kit, TM-125-HL) muamele
edildi. Kesitlere, antijen-antikor reaksiyonun goriin-
tulenebilmesi i¢in 5-10 dakika sireyle 3-amino 9-
etil karbozol (AEC) kromojeni (Labvision), ardin-
dan zemin boyamasi i¢in 2-3 dakika sureyle Gill'in
hematoksileni uygulandi. Yikamalar  PBS
(Phosphate buffer saline, 0.01 M, pH;7.4) ile yapi-
lirken, tim boyama islemleri oda i1sisinda bir nem
kamarasi (Shandon, UK) icerisinde gerceklestirildi.
Pozitif kontrol olarak, tavsanlarin dalak kesitleri
kullanildi. Negatif kontrol icin primer antikorlarin
yerine non-spesifik immun serum damlatilarak
geriye kalan boyama islemlerine normal boyama-
larda oldugu gibi devam edildi.

Bulgular

Yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonu-
cunda, tavsan testisinin intersitisyel dokusunda
yerlesim gosteren ¢ok sayidaki makrofajin sitop-
lazmasinda RAM11 pozitif immunreaksiyon belir-
lendi (Sekil 1A). intersitisyel doku icerisinde
RAM11 pozitif makrofajlarin Leydig hicreleri (Sekil
1B), peritubller hiicreler ve kan damarlari etrafin-
da (Sekil 1C) lokalize olduklari dikkati ¢ekti. Bazi
RAM11 pozitif makrofajlarin ise 0zellikle Leydig
hiicre kiimeleri icerisinde yerlesim gosterdigi gorul-
diu (Sekil 1B). Bazi seminifer tubillerin epitelinde
ise ¢cok az sayida RAM11 pozitif makrofajlar belir-
lendi (Sekil 1D). Tubllus rektus ve rete testis
epitellerinde ve bu bolgelerdeki intersitisyel doku-
da ise RAM11 immunreaktivitesi gozlenmedi.

Epididimisin intersitisyel dokusunda ¢ok sayida
RAM11 pozitif makrofajlarin  bulundugu dikkati
cekti (Sekil 2A). Kaput, korpus ve kauda
epididimiste tum duktus epididimis kanali boyunca
epitel icerisinde intraepiteliyal yerlesimli RAM11
pozitif makrofajlarin oldugu goéruldu (Sekil 2B).
Bununla birlikte, duktuli eferentis epitelinde
RAM11 pozitif immunreaksiyon oldugu dikkati ¢ekti
(Sekil 2C). Epitelde 6zellikle siliyal hiicrelerin si-
toplazmalarinda pozitif immunboyanma tespit edil-
di (Sekil 2D).

Bununla birlikte, testiste ve epididimidiste CD68'in
her U¢ klonu icin yapilan boyamalarda negatif
immunreaksiyon belirlendi.
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Sekil 1. Tavsan testisinde makrofajlarin immunohistokimyasal lokalizasyonu, immunperoksidaz, AEC.

A) Testisin intersitisyumunda lokalize olan RAM11 pozitif makrofajlar (oklar), st; seminifer tubiller, bar; 50 um.

B) Leydig hiicrelerine yakin yerlesim gosteren RAM11 pozitif makrofajlar (oklar), st; seminifer tubuller, bar; 25 pm.

C) Kan damari etrafinda ve peritubiler alanlarda yerlesim gosteren RAM11 pozitif makrofajlar (oklar), st; seminifer
tubdller, bar; 25 pm.

D) Seminifer tubil epitelinde bazal yerlesimli RAM11 pozitif makrofajlar (oklar), st; seminifer tubiller, bar; 25 pm.
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Sekil 2. Tavsan epididimisinde makrofajlarin immunohistokimyasal lokalizasyonu, immunperoksidaz, AEC.

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

C) Duktuli eferentis (def) epitelinde RAM11 pozitif immunreaksiyon, rt; rete testis, bar; 50 um.

D) Duktuli eferentis (def) epitelinde RAM11 pozitif hiicreler (siyah oklar) ve negatif hiicreler (yesil oklar), bar; 25 um.

Tartisma ve Sonug

Beyin, goz, ovaryum, adrenal korteks, gebe uterus
desiduasi ve plasentanin fétal yarimi gibi bazi do-
kular ve organlar immunolojik agidan 6zel yapilar
olarak bilinmektedir (29). Belirgin lenf drenajina
sahip olmamalari ve otoantijenlere karsi immun
reaksiyon godstermemeleri nedeniyle bu organlar
immunolojik acidan 6zel yapilar olarak tanimlan-
mislardir (5). Bununla birlikte, testis yapisinda ¢ok
sayida lenf sinuzoidleri icermesine karsin,
immunolojik acidan 6zel organlar grubuna dabhil
edilmistir. Kendi Urettigi germ hucrelerine karsi bir
immun yanit olusturmadan bir tolerans gelistirmesi
testise bu 6zelligi kazandirmistir (6). Bu fonksiyo-
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nun gerceklestirmesinde Sertoli hucreleri ve
peritubtler hucreler tarafindan olusturulan kan-
testis bariyerinin yani sira makrofajlarin énemli
rolleri oldugu gorilmustir (4, 5, 29). Ozellikle in-
san, fare ve sican testisleri Uzerinde testikilar
makrofajlarin yapisi ve fonksiyonlariyla ilgili ¢ok
sayida arastirma yapilmistir (2, 3, 10, 23, 26). Bu-
na Kkarsin, tavsan testis ve epididimisinde
makrofajlarin varhgi ve dagilimlariyla ilgili herhangi
bir calisma bulunmamaktadir. Anti-RAM11 primer
antikoru yardimiyla makrofajlarin eriskin tavsan
testis ve epididimislerindeki varligi ve lokalizasyon-
lari immunohistokimyasal olarak ilk defa bu calis-
mayla ortaya konulmustur.
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Testikllar makrofajlar, diger organlarin bag doku-
larinda lokalize olan makrofajlarin genel 6zellikleri-
ne sahip olmakla birlikte, testise spesifik fonksi-
yonlara da sahiptirler (4, 9, 16, 27). Ozellikle, sican
ve fare testisleri Uzerinde yapilan arastirmalar
testikilar makrofajlarin Leydig hucre gelisimi ve
eriskinlerde steroidogeneziste énemli rol oynadigi-
ni gostermistir. Elektron mikroskobik godzlemler
sonucunda, Leydig hiicreleri ve makrofajlar arasin-
da parmak benzeri sitoplazmik baglantilarin oldu-
gu tespit edilmistir. Bu durum iki hiicre arasinda
yakin fonksiyonel bir iliski oldugunu ortaya koy-
mustur (15, 17). Testikllar makrofajlarin sayisi ve
gelisimi direkt Leydig hiicre aracili mekanizmalarla
ayarlanmaktadir (2). Makrofajlarin Leydig hucrele-
riyle etkilesimleri yaninda, salgiladiklari bazi
mediyatorler araciligiyla Sertoli hiicre fonksiyonlari
ve spermatogenezis Uzerinde de etkili olabildikleri
anlasiimistir (13, 16). Arastirmalar, testikilar
makrofajlarin  Leydig hicrelerinin  steroidogenik
fonksiyonlari Uzerinde direkt uyarici etkisi olan 25-
hidroksikolesterolu sentezledikleri ve salgiladiklari-
ni ortaya koymustur (11, 17, 34). Testikllar
makrofajlarin ayrica tumor nekrozis faktor-o (TNF-
a), interlokin-1a (IL-1a) ve interlokin-18 (IL-1()
sitokinlerini  sentezledikleri  belirlenmistir.  Bu
sitokinlerin, Leydig hucrelerinde steroidogenezis
Uzerinde dizenleyici etkilerinin oldugu tespit edil-
mistir (13, 19, 21, 30). Bununla birlikte, TNF-a
Sertoli hicrelerinde gelisim faktorlerinin ekspres-
yonunu ve germ hicreleri icin 6nemli metabolitlerin
Uretiminin arttinlmasinda rol oynadigi bildirilmistir
(32). IL-2’in ise Sertoli hucrelerinde nitrik oksit,
gama glutamil transpeptidaz ve laktat Gretimini
duzenledigi bilinmektedir (13, 31). Bunlarin yani
sira, testikilar makrofajlarin, Leydig hucre fonksi-
yonlarini dnleyen hidrojen peroksit gibi reaktif oksi-
jen turlerini (ROS) de Urettigi belirlenmistir (11).
Sunulan ¢alisma, kog (26) ve kemirgenlerin (8, 10,
15, 19, 25) testislerine benzer sekilde
makrofajlarin tavsan testislerinin intersitisyumunda
da yaygin bir bicimde yerlesim gosterdikleri goster-
mistir. Ozellikle, kemirgenlerin testisleri (8, 10, 15,
19, 26) icin bildirilenlere benzer sekilde tavsan
testislerinde de makrofajlarin Leydig hucrelerine
cok yakin olarak lokalize olduklari gérilmuistir. Bu
iki hiicre arasindaki yakin yerlesim, tavsan
testikiler makrofajlarinin muhtemelen diger tirlerin
testislerindeki makrofajlarla benzer fonksiyonlara
sahip oldugunu gostermektedir.

Erigkin testisinde, makrofajlarin intersitisyel doku-
nun énemli hiicreleri oldugu ve normal durumlarda
bu hiicrelerin sadece intersitisyel dokuda yerlesim
gosterdikleri bildirilmistir (4, 12). Buna karsin pato-
lojik durumlarda ve mevsimsel Ureyen hayvanlarin
regresyona ugramis testislerinde makrofajlarin
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germinal hiicre katmanina girebilecegi géralmustir
(8, 33). Farkli etiyolojilere bagli olarak
spermatozisinde hasar olusmus insan testislerinde
ise tubul epiteli icerisindeki CD68 pozitif
makrofajlarin sayisinda artis tespit edilmistir (25).
Sunulan calismada, bazi seminifer tubul epiteli
icerisinde az sayida RAM11 pozitif makrofajlara
rastlanilmistir. Bu durum, hasar gérmuis germ huc-
relerinin veya Sertoli hicrelerinin ortadan kaldiril-
masi icin makrofajlarin seminifer tubll epitelleri
icerisine girmesi seklinde agiklanabilir.

Sunulan c¢alismada sican ve insan epididimisine
(22) benzer olarak tavsanlarin kaput, korpus ve
kauda epididimislerinde intersitisyel dokuda ve
kanal epitelleri icerisinde ¢ok sayida intraepiteliyal
RAM11 pozitif  makrofajlara  rastlaniimistir.
intraepiteliyal makrofajlarin, kan-epididimis bariye-
rine  destek oldugu ve denatire olmus
spermatozonlarin ortadan kaldinimasinda rol oy-
nadigi disinilmektedir (18, 22, 28).

Lis ve ark., (2007) yaptiklari bir arastirmada, tav-
sanlarin deri, oral mukoza ve 6zafagusunun ¢ok
katli epitelinin bazal hiicre katmanindaki hicrelerin
bir makrofaj proteini olan RAM11 icin Uretilmis
antikorlarla pozitif reaksiyon verdiklerini saptamis-
tirlar. Sunulan arastirmada, bu arastirmacilarin
bulgularina (20) benzer olarak duktuli eferentislerin
epitelinde 6zellikle siliyali hiicrelerde RAM11 pozi-
tif immunreaktivite belirlenmistir. Bu durum, siliyali
hiicrelerin  sitoplazmalarinda RAM11 proteinini
veya anti-RAM11 primer antikoruyla ¢capraz reaksi-
yon veren baska bir molekdll igerdigini gdstermek-
tedir.

Sunulan calismayla, tavsan testis ve
epididimisinde yerlesim gosteren makrofajlarin
RAM11 proteinini icerdigi, ©zellikle insan

makrofajlarinda varligi bildirilen CD68 molekilini
ise icermedigi anlasiimistir. Makrofajlar, tavsan
testis ve epididimisinin intersitisyumunda yaygin
bir bicimde yerlesim gostermektedir. Tavsan testis
ve epididimisinde belirlenen RAM11 pozitif
makrofajlar muhtemelen insan ve kemirgenlerin
testis ve epididimislerindeki makrofajlarla benzer
hiicresel fonksiyonlara sahiptirler.
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