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Keci (Capra hircus) Testislerinde Is1 Sok Proteini 70 (HSP70)’in immunohistokimyasal
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Ozet: Bu calismada organizma stres durumlariyla karsilastiginda farkl hiicrelerde
seviyeleri artan, stres proteinleri ya da Is1 Sok Proteinleri (Heat Shock
Protein=HSP) olarak adlandirilan protein ailesinden HSP70’in keci (Capra hircus)
testisinde immunohistokimyasal olarak lokalizasyonunun belirlenmesi amaglandi.
Calismada materyal olarak 10 adet kegiden alinan testisler materyal olarak
kullanildi. Materyaller Bouin soliisyonunda 16 saat siireyle tespit edildi. Tespit
isleminden sonra rutin histolojik doku takibinden gecirilen 6rnekler parafinde
bloklandi. Parafin bloklarlardan 5-6um kalinligindaki kesitlere HSP70 varliginin
belirlenmesi i¢in Avidin Biotin Peroxidase (ABC) ydntemi uygulandi. Uygulama
sonucunda spermatogonyumlarda gii¢lii reaksiyon gozlendi. Spermatositlerde ise
spermatogonyumlara gore daha zayif bir reaksiyon tespit edildi. Ayn1 zamanda
Leydig hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinde giicli reaksiyon gorildi.
Spermatozoonlarda ise reaksiyona rastlamadi.
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Abstract: In this study, determination of immunohistochemical localization of
HSP70, which belongs to a protein family named as heat shock proteins, in goat
(Capra hircus) testes was aimed. In the study, testes taken from 10 goats were
used as research materials. Samples were fixed in Bouin’s for 16h at 20-25°C. After
the fixation, the samples that entreated with routine tissue processing were
embedded in paraffin. 5-6um thick sections were taken from the paraffin blocks
and Avidin Biotin Peroxidase Complex (ABC) method was applied to the sections
for the determination of HSP70 existance. As for the application results; strong
reaction was observed in Spermatogonia. Spermatocytes showed weaker reaction
than Spermatogonia did. Also, in Leydig and Sertoli cells, strong reaction was
observed, but there were not any reaction detected in Spermatozoa.

1. Giris

Stres proteinleri

olarak da tanimlanan Is1

proteinlerinin 110, 90, 70, 60, 40 ve 27 tipleri
bulunmaktadir [4]. Okaryotlarda HSP70’in ATP ile

Sok baglanan NH; ve peptide baglanan -COOH terminal

Proteinleri (HSP) basta 1s1 olmak iizere, cevresel
faktorler ve okaryotlarin olusturabilecegi molekiiler
diizeydeki olumsuzluklara kars1 hiicrede salgilanirlar
[1]. Bu proteinler katlanan proteinlerin onarimi ve
elimine edilmesi organel diizeyinde protein
lokalizasyonu ve proteazlarla etkinlestirilmesi gibi
fonksiyonlar1 yerine getirirler [2]. Hiicre icinde
agregat olusturan bu proteinler strese Kkarsi
reaksiyonun ag¢iga cikmasina neden olurlar [3]. Is1 sok
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olmak iizere iki islevsel bolgesi bulunmaktadir [5].

HSP70 sitosolde, mitokondrilerde ya da endoplazmik
retikulumda yerlesim gostermektedir ve buralarda
proteinlerin tasinmasina katilir.

Bu ¢alismada organizmadaki stres durumunda
hiicrede seviyeleri artan protein ailesinden HSP70’in
keci (Capra hircus) testisinde immiinohistokimyasal
olarak lokalizasyonunun belirlenmesi amaglandi.



K. Cinar, C. Duran / Kegi (Capra hircus) Testislerinde Is1 Sok Proteini 70 (HSP70)’in Immunohistokimyasal Lokalizasyonu

2. Materyal ve Metot

Bu calismada arastirma materyali olarak 10 adet kegi
testisi kullanildi. Temin edilen testis dokusu 6rnekleri
Bouin soliisyonunda 18 saat siireyle tespit edildi.
Dokular daha sonra alkol serilerisinden (%50 ,%70,
%80 ,%90, %100 (I), %100 (II), %100 (III))
gecirilerek dehidre edildi ve ksilolde seffaflastirilarak
parafinde bloklandi. Parafin bloklardan 6-7 um
kalinliginda alinan Kkesitlere testis dokusundaki
HSP70 lokalizasyonunun belirlenmesi icin ABC
(Avidin Biotin Peroxsidase) immunohistokimyasal
yontemi uygulandi. Bu yonteme gore kesitler ksilol ve
alkol serilerinden gecirilip 30 saniye musluk suyunda
yikandi daha sonra dokular PBS ( Phosphote Buffer
Saline) ile 15 dakika yikamaya alindi. Na-Sitrat
tamponunda antijen retrieval islemine tabi tutuldu.
Bu islemde kesitler mikrodalga salesi icinde 700
watt'ta 15 dakika bekletildi. Bu islemden sonra
kesitler 15 dakika PBS ile yikandi. Yikama isleminin
ardindan Kesitler %3’liik hidrojen peroksit soliisyonu
ile inkiibe edildi ve ardindan tekrar PBS ile yikandi.
Yikamadan sonra Kesitler %10’luk normal goat
serumda 30 dakika inkiibe edilerek, endojen
peroksidaz  aktivitesinin ve spesifik olmayan
reaksiyonun engellenmesi saglandi ve daha sonra
primer antikorda (HSP70-Santa Cruz, SC33575) 30
dk bekletildi. Bu islemden sonra PBS ile yikamaya
alinan kesitler 30 dakika siireyle sekonder antikor
(Sekonder -Santa Cruz, SC2040) ile inkiibe edildi ve
kesitler extra avidin peroksidaz kompleksi ile 30
dakika inktibe edilip ardindan PBS ile yikama yapildi.
Daha sonra immunoreaktivitenin goriiniir hale
getirilmesi icin %0,05’lik 3,3’-diaminobenzidine
(DAB-Plus substrate kit, Invitrogen, Camarillo, CA)
15-20 dakika uygulandi. Ardindan 1 defa PBS ve 2
defa distile su ile yikanan Kkesitlere Gill (III)
hematoksilen yontemi uygulandi. Zit boyamadan
sonra musluk suyunda yikanan kesitler alkol ve ksilol
serilerinden gegcirilip entellan ile kapatildi.

Kapatma isleminden sonra hazir hale getirilen
preparatlar Olympus CX 41 15tk mikroskobu ile
incelendi ve ilgili kisimlardan Olympus DP26 kamera
ile fotograf ¢cekimi yapild.

3. Bulgular
3.1. immunohistokimyasal bulgular

Testis dokular: iizerine HSP70 antikoru kullanilarak
uygulanan immunohistokimyasal boyama yontemi ile
immunoreaktif hiicrelerin dagilimi ve yogunluklar
belirtilmistir.

Yapilan inceleme sonucunda testis dokusunda
immunoreaktif hiicrelerin hem dagilimlarinda hem
de yogunluklarinda farklhiliklar belirlendi.
Spermatogunyum, primer spermatosit, sekonder
spermatosit, spermatid, Leydig ve  Sertoli
hiicrelerinde reaksiyon gozlendi. En fazla reaksiyon
ise spermatogonyumlarda (Sekil 1) belirlendi.
Uygulanan immunohistokimysal yéntem sonucunda
spermatogonyumlarda HSP70 bakimindan oldukca
giicli immunoreaktivite goézlendi. Spermatositlerde
ise spermatogonyumyumlara goére daha zayif
reaksiyon gozlenirken (Sekil 2), Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde gii¢lii reaksiyon saptandi (Sekil 3).
Spermatozoonlarda ise reaksiyona rastlanmadi.

4. Tartisma ve Sonug¢

Tath su 1stakozu (Cherax quadricarinatus) [7], rat [8]
ve maymun [9] testislerinde yapilan c¢alismalarda
HSP70 uygulamasi sonucunda spermatogonyumlarda
glclii bicimde go6zlendigi bildirilen reaksiyon bu
calismada da saptandi. Japon bildircim1 (Coturnix
coturnix japanica), habu yilam (Trimeresurus
flavovoridis) ve Cin yumusak kabuk kaplumbagasinda
(Pelodiscus sinensis) [10] bu reaksiyonun zayif tarzda
gozlendigi belirtilmistir. Baz1 memeli tiirleri [11, 12,
13] ve Japon bildircini (Coturnix coturnix japanica),
habu yilani (Trimeresurus flavovoridis), Cin yumusak
kabuk kaplumbagas1 (Pelodiscus sinensis) reaksiyon
yogunlugu belirtilmeksizin HSP70 pozitivitesine
rastlandigl ileri stirilmistiir. Fare [14] ve tath su
1stakozu (Cherax quadricarinatus) [7] testislerinde
yapilan calismada mayoz béliinme gecirecek olan
primer spermatositlerde zayif HSP70 reaksiyonu
saptandigr  bildirilmistir. Fare [11], Octopus
tankahkeei tiirii ahtapot [15] ve sivri fare (Suncus

Sekil 1. (1) Spermatogoniyumlarda gli¢lii reaksiyon (oklar). HSP70. Bar:20um. (2) Spermatositlerde zayif reaksiyon(oklar).
HSP70. Bar:40um. (3) Leydig hiicrelerinde giiclii reaksiyon(oklar). HSP70. Bar:100pum.
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murinus) [16] testislerinde reaksiyon yogunlugu
belirtilmeksizin spermatositlerde HSP70’in
saptandig1 bildirilmistir. Rat [17] ve sicanda [10] ise
bu c¢alismada elde edilen bulguyla uyumlu olarak
spermatositlerde gilicli reaksiyon gozlenmistir.
HSP70‘in  spermatogenezis iizerindeki etkisinin
arastirllmas1 iizerine yapilmis c¢alismalarda bazi
tiirlerde spermatitlerin bu reaksiyonu gosterdikleri,
reaksiyonun mavi beyaz yunus [14] ve maymunda [9]
zaylf bicimde gozlenirken bu calismada fare [14],
Avustralya keseli sican1 [19], Afrika penceli kurbaga
[12] ve ratlarda [20] yapilan ¢alismalarda elde edilen
bulgularla benzer tarzda spermatitlerde bu
reaksiyonun giicli  oldugu belirlendi. Sertoli
hiicrelerinde HSP70 varligi maymun [9] ve hiikiimdar
tavsanda [13] bildirilirken ratlarda [20] reaksiyona
rastlanmadigi, HSP70 pozitivitesinin ayn1 zamanda
fare [11] ve maymunda [9] Leydig hiicrelerinde de
belirlendigi bildirilmistir. Bu ¢alismada da her iki
hiicrede bu pozitivite giiclii bicimde saptandi.

Sonu¢ olarak, tulkemizde ve diinyada en fazla
yetistiriciligi yapilan ve ekonomik a¢idan 6nemli bir
tir olan keci (Capra hircus) testisinde yapilan bu
calismada spermatozonlar disindaki spermatogenik
hiicrelerde HSP70 varligl gozlendi.
Spermatogonyumlarda, Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde gii¢cli HSP70 reaksiyonu goriiliirken
spermatositlerde daha zayif bir reaksiyon goriilmesi,
HSP70’in spermatogenezis devamliliginda rol aldigini
gostermektedir. Ayrica bu proteinin erkek iireme
sisteminde onemli rol oynamasi erkek kisirligina
neden olan sebeplerin ortadan kaldirilmasi ve
veteriner hekimlikte d6l verimini arttirma ¢alismalari
ile ergenlik veya eriskin dénemlerde gecirilen atesli
hastaliklarin testisleri etkiledigi ve infertiliteye neden
oldugu durumlarda bu proteinlerin koruyuculuk
yapabilecegi ve bu ¢alismada elde edilen bulgularin
bu konuda yapilacak c¢alismalara  katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
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