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Ozet

MHC smif II molekiilleri, antijen- spesifik bagisiklik tepkisinin baslatilmas i¢in kritik dneme sahiptir. Bu ¢aligmada, normal boga ve kog
duktus deferensin de (DD) MHC 1I pozitif hiicrelerin immiinohistokimyasal teknik kullanilarak dagilimlari arastirildi. Yerel bir kesimhaneye
getirilen saglikli ve olgun 8 adet boga ve kog¢’dan alinan doku 6rnekleri ¢alisma igin toplanmigtir. MHC Il pozitif hiicrelerini gostermek i¢in
streptavidin-biotin peroksidaz kompleks boyama yontemi kullanilmistir. MHC |l pozitif hiicreleri, her iki tiirin yiizey epitelinde, bag
dokusunda, diiz kas hiicrelerinde ve damarlarin bazi endotel hiicrelerinde goriillmiistiir. Sonug olarak, DD'nin MHC II proteinleri igin spesifik
bir dagilim sergiledigi ve iki farkli hayvan tiiriinde de degisken bir fonksiyonel neme sahip oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Boga, Duktus Deferens, immunohistokimya, Ko¢, MHC Smif II.

Distribution of Class Il Major Histocompatibility Antigens in The Ductus Deferens of
The Adult Bull and Ram

Summary

MHC class Il molecules thereby are critical for the initiation of the antigen-specific immune response. In this study, we investigated the
distribution of MHC Il-positive cells in the normal bull and ram ductus deferens (DD) using an immunohistochemical technique. The tissue
samples of taken from 8 of the healthy and mature male bull and ram were collected from a local slaughterhouse. Streptavidin-biotin peroxidase
complex staining was used to detect MHC 11+ cells. MHC 11+ cells were found in the surface epithelium, connective tissue, smooth muscle
cell and some endothelial cells of the vessels in both species. In conclusion the present findings exhibited a specific pattern of distribution for
MHC Il proteins under study, sug-gesting a variable functional significance of the DD in the two different animal species.

Key Words: Bull, Ductus deferens, Immunohistochemistry, MHC Class Il, Ram.

Giris

Duktus deferens iiretraya epididimisden
sperma ileten tiibuler bir yapidir. Karin boslugunda
ireteri gectikten sonra ig seklinde bir genisleme
yapar (1). Yapilan aragtirmalarda erkek iireme
sisteminde en az anlagilan ve ¢alisilan organ oldugu
belirtilmistir (2). Duktus deferens insanda dahil bir
¢ok tiirde mikroanatomik olarak i¢ten disa dogru;
tunika mukoza, tunika muskuloza ve tunika
adventisya tabakalarindan meydana gelir (3).
Lumenden disar1 dogru uzanan mukozal kaplamalar
longitudinal kivrimlar olarak tanimlanir ve limenin
diizensiz ~ goriilmesini  saglar (3). Kivrimlar
ejakiilasyon esnasinda genisleyemeye yardimei olur.
Epitel pseudostratifiye bazal ve prinsipal (esas)
hiicrelerden olusan ve testis tarafindan iiretilen fazla
miktardaki siviyr absorbe edebilen stereosilya
denilen sacaklara sahip olarak tanimlanir. Kalin diiz

kas tabakasi peristaltik hareketleriyle ejakiilasyon
esnasinda pompalama aktivitesinden sorumludur.
Adventisya katmani, ¢ok sayida kandamari iceren
gevsek bagdokusundan yapilmigs olup farkli
tabakalara besin destegi saglar (3). Uzun zamandir
sperm ve diger testikular bilegenlerin hayvanlarda ve
insanlarda potansiyel immiinojenler oldugu kabul
edilmigtir (4). Fertilizasyonun gekillenmesi ve
siirdiiriilebilirligi  iireme, endokrin ve immun
sistemler arasinda yakin ve siki etkilesimleri
gerektirir  (5). Spermiyumlarin  canliliklarin
korumas1 ve muhafaza etmesi, duktus deferens’in
fertilizasyonu diizenlemesindeki rolii, yapisal islevi
ve fonksiyonel biitiinliigii ile iliskilidir (6).

Canlilarda yasamin devamu igin, yabanci antijenlerin
bagisiklik sistemi tarafindan taninmasi ve bunlara
kars1 bir savunma mekanizmasinin gelistirilmesi
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gerekir. Bagisiklik sisteminin kendinden olani ve
olmayan1 tanimasit i¢in gerekli olan “doku
antijenleri” ni kodlayan gen bolgesi, Biiyilk Doku
uyum Kompleksi, MHC olarak adlandirilir (7).
Major doku uygunluk kompleksi antijenleri
(MHGCs), T lenfositlere antijenik peptidleri sunarak
bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynarlar. MHC
IT molekiilleri CD4 +T hiicrelerine antijen sunmak
icin Ozelleserek bagisiklik tepkilerinin baslangic ve
yayilmalarinda 6nemli roller oynarlar (8, 9). Ge¢mis
yillarda, hem insanlarda hemde farelerde MHC sinif
I ve smif II molekiillerinin tanimlanmast ve
fonksiyonlar1 yaygin olarak ¢aligilmistir (9). Erkek
iireme kanalina yerlesmis lenfositler’in immiinolojik
bariyerde onemli rol oynadiklari bildirilmektedir
(10). Daha ¢ok insan, rat ve farelerde yapilan
caligmalarda rete testis, epididimis ve vas deferensde
hem intraepiteliyal hemde interstisyal yerlesimli
lenfositler‘in varhigi gosterilmistir (10). Normal ve
infertil erkeklerde testis yanisira epididimis ve vas
deferensin farkli bolgelerinde immun hiicrelerin
immunofenotipleri ve dagilhimlar1  karekterize
edilmistir (10). Bununla berber yaptigimiz
taramalarda MHC sinif II molekiillerinin boga ve
ko¢ duktus deferensinde yerlesim ve dagilimlariyla
ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamigtir. Bu
calisma, yetiskin boga ve ko¢ duktus deferensinde
MHC  siif II  molekiillerinin  fonksiyonel
karsilagtirllmali dagilimlarint incelemek amaci ile
planlanmistir

Materyal ve Metod

Hayvan ve dokularin temini

Calismada materyal olarak, Diyarbakir ilinde yerel
mezbahalara getirilen 8 adet saglikli, erigkin boga ve
kog’ tan temin edilen duktus deferensler kullanildi.
Dokular kesimden hemen sonra direkt olarak alinip
enine kesit verecek sekilde duktus deferensin ilk
boliimiinden (epididimisin arkasindan)  gececek
sekilde kesildi.

Kimyasallar ve immunohistokimya

Bulgular

Ornekler Bouin tesbit sivisinda fikse edilip dereceli
alkoller, metil benzoat ve benzol serilerinden
gegirilerek parafinde bloklandi. Parafin bloklardan
adhesivli lamlara 5 um kalinliginda alinan kesitlere
strept-ABC immunohistokimyasal boyama yontemi
uygulandi.  Kesitler, endojen  peroksidazin
inaktivasyonu amaciyla metanol ile hazirlanan
%3’luk hidrojen peroksitte 20 dakika siireyle tutulup
0.01M PBS ile 3x5dk yikandi. Ardindan MHC |1
primer antikorlar1 icin proteaz enzimi ile antijen
retrieval iglemi uygulandi. Sonrasinda kesitler non-
spesifik baglanmalar1 engellemek icin 15 dk
blocking serum da (Histostain Plus Bulk Kit,
Zymed) inkiibe edildi. Kesitler daha sonra +4C° bir
gece boyunca monoclonal Mouse MHC-1I [MHC-II
(HLA-DR) Ab-1 (Clone LN3); Thermo Fisher
Scientific Lab Vision Corporation] primer
antikorlartyla MHC 11 (1/200 dilution) ile reaksiyona
sokuldu. . Inkiibasyon siiresinin sonunda kesitler 3x5
0.01M PBS yikandi. Sonrasinda, oda sicakliginda 20
dk boyunca biyotinlenmis sekonder antikor ile
inkiibe edildi ve 0.01M PBS 3x5 dk yikand:.
Kesitler, 20 dk boyunca streptavidin-peroxidase
(HRP) ile inkiibe edildikten sonra 3x5 dk PBS de
yikandi. Kesitlerde ortaya ¢ikacak antijen-antikor
reaksiyonunun goriintiilenebilmesi icin
diaminobenzidine (DAP) kromojeni ile 5-10 dk.
bekletildikten sonra, zemin boyanmast igin 3-4 dk
boyunca Gill’in Hematoksilende tutuldu. Alkol
serilerinden  gegirilip dehidrasyon islemleri
tamamlanan kesitler ksilol ile parlatilip entellan ile
kapatildu. immiinohistokimyasal islemlerin
Ozgiilligl, negatif ve pozitif controller kullanilarak
test edildi. Pozitif kontrol olarak insan tonsil kesitleri
kullanildi. Negatif kontroller i¢in primer antikorlarin
yerine PBS veya normal fare IgG (Santa Cruz
Biotechnology, sc-2025) damlatilarak geriye kalan
boyama islemlerine normal boyamalarda oldugu gibi
devam edildi. Boyanmis preparatlar dijital kamera
(Nikon Coolpix 4500) ile donatilmis arastirma
mikroskop Nikon Eclipse E400 (Nikon, Tokyo,
Japonya) kullanilarak fotograflandi.

Boga ve kog duktus deferensinde MHC-I1 ye ait immunohistokimyasal bulgular Tablo-1 de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Tirlere gore duktus deferensin histolojik katmanlarinda MHC sinif 11 pozitif hiicrelerin dagilim

yogunlugu.
Hayvanlar Tunika mukoza Tunika muskularis Tunika adventisya
L. epiteliyalis L. propriya
Boga ++ ++/+++ ++/+++ +++
Koc¢ + +/++ +/++ ++

Negatif (-); zayif (+); orta (++); zayif ila orta (+/++) ve gliglii (+++) reaksiyon
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Boga ve koglarin duktus deferensinde MHC-II ile pozitif reaksiyonun epitel, epitel igerisine yerlesmis
intraepiteliyal lenfositler, bazi kapillar damar endoteli, bagdoku ile kas hiicreleri ve sinir kesitlerinde olustugu
gozlendi. Bogalarda epitel igerisinde boyanma yogunlugunun bazal hiicrelerde prinsipal hiicrelere gore daha giiglii
oldugu, koglarda ise bazal hiicrelerde goriilen boyanmanin prinsipal hiicrelerde bulunmadig: izlendi (Sekil 1,2).

Sekil 1: Boga Duktus Deferensinde (DD) MHC Sinif I pozitif molekiillerin lokalizasyonu. (A) DD genel goriintii;
e: Epitel, b: Bagdoku, k:Kas tabakas1, (B) e: Epitel, mavi-okbasi: Prinsipal hiicre, yesil-okbasi:intraepiteliyal
lenfosit, b: Bagdoku, k:Kas tabakasi, siyah-okbasi:Bazal hiicre, (C) Tunika adventisya icerisinde kandamari (d) ve
sinir kesiti (s), sari-okbasi:Mast hiicresi, (D) Sinir kesiti (s) MHCII pozitif boyanma. Scale bars (A)- 100um; (B),
(C), (D)-25 pm.

Sekil 2: Kog¢ Duktus Deferensinde (DD) MHC Sinif II pozitif molekiillerin lokalizasyonu ve pozitif kontrol
goriiniimii. (A): e: Epitel, b: Bagdoku, k:Kas tabakasi, siyah-okbagsi:Bazal hiicre, (B):Tunika adventisyada damar
(d) ve sinir (s) goriiniimii, sari-okbasi:Mast hiicresi. Scale bars (A), (B), pk- 25um

Tartisma
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MHC genleri, edinsel immiin yanitlarin gelisiminde
onemli bir rol oynadigindan organizasyonlari
hakkinda karsilagtirilmali bilgi edinmek 6nemlidir.
Bu nedenle son yillarda MHC molekiillerinin
bagisiklik sistemindeki islevsel rolii arastiricilarin
odak noktasi haline gelmistir (11). Simf Il MHC
molekiilleri, baslica makrofajlar, dentritik hiicreler
ve B lenfositler gibi antijen sunan hiicreler iizerinde
bulunur ve fagositoz islemi esnasinda yutulan ve
sindirilen patojenlerden kaynaklanan bir antijen
fragmanina baglanir. Yutulan patojen, sitoplazmik
kesecik iginde pargalanir ve patojene ait peptid
bilesenler MHC molekiilleri ile birlestirilir (12).
MHCI molekiilleri geleneksel antijen sunan
hiicreler icerisinde onemli bir role sahip olmakla
birlikte subselliiler dagilimlar1 {iizerine ¢ok az
calisma yapilmistir (13). Ancak son 10 yilda
insanlarda ve farelerde MHC Simif I ve MHC Sinif
II molekdlllerinin ekspresyonu ve fonksiyonlar ilgi
goriip ¢alisilmaya baglanmustir (14). Erkek tireme
sisteminde  MHC 1I ile yapilan c¢aligmalarin
¢ogunlukla testis ve epididimis iizerine olmasi (15)
ve duktus deferens ile ilgili olarak da daha ziyade
anatomik ve histolojik yapilarin 151k ve elektron
mikroskobik  diizeyde incelenmesi (16,17,5);
bununla birlikde de immuno- histokimyasal
caligmalarin daha az bulunmasi ¢alismamizin MHC
I antijenlerinin duktus deferens yapisinda
karsilagtirllmali olarak dagilimlarinin incelenmesi
acisindan Onemini ortaya koymaktadir. Bagisiklik
hiicreleri epididimis ve duktus deferens de son
derece organize bir sekilde yayilma gdstermislerdir
(18). immun hiicre tipleri en fazla sayida epididymis
de gozlenirken, vas deferense dogru sayilarinda ve
aktivitelerinde bariz bir azalma oldugu séylenmistir
(18). Dendritik hiicreler, B-lenfositler, monositler
makrofajlar ve timik epiteliyal hiicrelerin dahil
oldugu profesyonal antijen sunan hiicreler grubu
tarafindan MHC Simf II molekiillerinin temel
ekspresyonu bu hiicrelerin  6zellesmis immun
fonksiyonlar1 nedeniyle smirlandirilmistic  (14).
Insan, rat ve farelerde yapilan ¢alismalarda vaskiiler
endotelde, barsak, bobrek, epididimis ve meme bezi
epitellerinde MHC II’nin varliginin  gosterilmis
olmasi, bu hiicrelerin T lenfositlere eksojen antijen
sunabileceginin bir gostergesi olarak yorumlanmgtir
(13, 18). Hooper ve arkadaslar1 rat epididimisinde
immun yetenekli hiicrelerin sisitemik bir bagisiklik
tepkisi ortaya ¢ikarmadan dnce lireme sistemi i¢inde
ve c¢evresinde antijenik materyalin tutulmasindan
sorumlu olduklarini ve bu gorevi de; kan-epididimis
bariyerinde prinsipal hiicreler arasindaki siki-
tikayict baglanti kompleksiyle epididimal lumene
oto-antijen sizintisin1 dnleyerek ve ayrica da bazal
hiicrelerin dokuya sabitlenmis bir makrofaja spesifik
antijen sergilemesi ve makrofaja benzer o0zellik
gosterip herhangi bir sizinti  yapan ¢Oziiniir
materyalin ~ fagositoz olmasma yol acgarak
gerceklestirdiklerini ifade etmislerdir (19). Daha
once boga ve kog epididimisin de yapmis oldugumuz

calismada epitel, bagdoku ve diiz kas hiicrelerinde
MHC Simf Il ile pozitif boyanmanin varligim
gosterdik  (20). Bu c¢alismada epididimis
calismasinda oldugu gibi epitel, bag dokusu ve diiz
kas hiicrelerinde MHC Simif Il ile pozitif boyanma
gosterildi. Boylelikle duktus deferens epiteline
yerlesmis MHC Il pozitif bazal hiicrelerin
elektrofilleri detoksifiye ederek ve makrofaj gibi
davranarak koruyucu bir role sahip olduklar
diisiincesini ifade edebiliriz.  Ozellikle epitel
igerisine yerlesmis intraepiteliyal lenfositlerin MHC
Il pozitif boyanmasinin bu hiicrelerin immiin defans
mekanizmasinda rol oynadiklar1 fikrini akla
getirmektedir (21). Bagdoku igerisinde fibroblastlara
benzeyen hiicrelerin MHC 11 ile pozitif tepki vermesi
bizim c¢aligmamizla birlikte Onceki calismalar1 da
destekler niteliktedir (11). Calismamizda bagdoku
igerisinde, kan damarlari etrafina yerlegen bir kisim
hiicrelerin MHC |1 ile pozitif boyandig1 goriildii.
Bizde bu hiicrelerin Eren ve arkadaslarinin
caligmalarinda gosterdikleri gibi mast hiicresi
oldugunu ifade edebiliriz (22). ineklerde, insanlarda,
disi domuz ve kisraklarda genital sistemde yapilan
caligmalarda bizim caligmamizla uyumlu olacak
sekilde endotel hiicrelerinin cogunda MHC II pozitif
reaksiyon oldugu ifade edilmistir (11). MHC Sinif Il
bolgesi HLA-DP, -DQ ve -DR yiiksek polimorfik
genlerini igerir. Bu genler normal olarak immun
sistem hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve T-
lenfosit aktivasyonu ve antijen sunumu sirasinda
temel bir rol oynarlar. Bununla birlikte, simif II
antijenleri inflamasyon ve oto-immun kosullar
esnasinda normal olarak bagisiklik sisteminin
bilesenleri sayilmayan birka¢ hiicre tipinden de
eksprese edilebilir. Bu tiir vakalarda sinif II’nin
ekspresyonu, T-hiicreleri tarafindan infiltre edilen
dokularda olusur. Vaskiiler diiz kas hiicreleri, immun
yanita  potansiyel  katilmcit  olarak  kabul
edilmemesine ragmen patolojik durumlarda sinif II
antijenlerinden eksprese oldugu gozlemlenmistir
(23). MHC Smnif Il genlerinin makrofajlar gibi
sitokinler tizerine etkileri ve sitokinlerin diiz kas
hiicrelerindeki diger genlerin farklilagmas1 ve
ekspresyonunu etkileyip etkilemedigini, ayrica da
MHC Smif Il ifade eden diiz kas hiicrelerinin, T
lenfositlerine antijen saglaylp saglamayacagini
belirlemek 6nemlidir (23). Farelerle yapilan
zayiflatilmis kas caligmalarinda MHC Siuf II’nin
ekspresyonuna bakilmis ve MHC Simf |l
antijenlerini alikoymak i¢in yardimct T hiicre
fonksiyonu  simirlandirilmistir  (24).  Calisma
sonucunda MHC Sinif II’nin kas asirt duyarliliginda
(hyperresponsiveness) 6nemli rol iistlendigi
belirtilmistir (24).

Bu c¢alismada boga ve koc¢ duktus
deferensinde, bagisiklik homeostazinda potansiyel
olarak rol aldig1 diistiniilen MHC Simif Il pozitif
hiicrelerinin dagilimi gosterilmistir. Bdoylelikle T
hiicrelerinde aktivasyonla indiiklenen MHC Sinif Il
molekiillerinin CD4-T lenfositlerinde diizenleyici
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sinyaller saglayarak, 6nemli bir mekanizmay:1 temsil
ettigi diisiincesi vurgulanirken; caligmada sunulan
verilerle de duktus deferens’in genital sistem
immunitesine yapmis oldugu katkilar daha iyi
anlasilip aydinlanacaktir.
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