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ONSOZ

Bu calismada immiinohistokimya ve immiinfloresan boyama ydntemleri
uygulanarak kan-testis bariyerinin olusmasinda rol alan proteinlerden olan Klaudin-1
ve Zonula okludens-1 proteinlerinin prepubertal ve pubertal donem bildircin
testislerindeki varliklari ve lokasyonlar1 incelenmis. Ayrica Crosman’s {igiilii
boyamas1 gercgeklestirilerek iki farkli donemdeki bildircin testislerinin genel
histolojik degerlendirmesi yapilmustir. Testisleri distan saran tunika katmani ve
testislerin fonksiyonel birimleri olan seminifer tiibiil ¢caplar1 da dl¢iilerek istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Klaudin-1 ve Zonula okludens-1 proteinlerinin prepubertal
ve pubertal donem bildircin testislerinde gdsterimi amacglanan bu g¢alisma Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi
Etik Kurulu’nun 29.06.2016 tarih ve 2016/54 sayili etik kurul onayi alinarak
gerceklestirildi. Bu caligmadan elde edilen sonuglarin daha sonra yapilacak olan
calismalara hem yontem hem de bulgu acisindan temel veri saglamasi ve ayrica
mevcut literatiire katki saglamasi da hedeflenmistir.

Yiiksek lisans egitimim siiresince akademik bilgi ve deneyimlerini benden
esirgemeyen, beni her tiirlii konuda destekleyen ve galismanin yiiriitiilmesi sirasinda
fikirleri ile bana yol gosteren degerli Anabilim Dali Baskan1 ve danisman hocam
olan Prof. Dr. Hasan Hiiseyin DONMEZ’e ¢ok tesekkiir ederim.

Caligmalarimda imminfloresan boyamanin gergeklestirilmesi sirasinda
desteklerini ve yardimlarin1 esirgemeyen Tip Fakiiltesi Anabilim Bagkani Prof. Dr.
Ender ERDAGAN’a ve Ars. Gor. Seda ATAY a tesekkiir ederim. Immiinfloresan
resimlerin ¢ekilmesi i¢in laboratuvarini agan ve yardimlarini esirgemeyen Suni
Tohumlama Anabilim Dali Bagkani1 Prof. Dr. Mehmet Bozkurt ATAMAN ve Ars.
Gor. Mustafa BODU’ya; verilerin istatistiki analizlerinin yapilmasinda desteklerini
gordiigim Ars. Gor. Tuba BALAK ’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim siirecinde bilgi ve deneyimlerini benden esirgemeyen,
tez calismamda bana her tiirli yardim ve destekte bulunan Veteriner Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Emrah SUR, Prof.
Dr. Yasemin OZNURLU, Prof. Dr. Murat BOYDAK ve Dog. Dr. Tugba
OZAYDIN’a, laboratuvar calismalarimda bana yardimci olan Yiiksek Lisans
Ogrencisi Didem YILMAZ' a tesekkiir ederim.

Biitiin egitim hayati boyunca manevi desteklerini benden hi¢ esirgemeyen
canim Annem Kudret TEKDEMIR, Babam Kadir TEKDEMIR ve Kardesim
Hiiseyin TEKDEMIR e tesekkiir ederim. Tez calismalarim sirasinda destegini her
zaman hissettigim sevgili esim Ersin UNDAG’a tesekkiir ederim.
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SIMGELER KISALTMALAR

pm: Mikrometre

COOH: Karboksil grubu

dk: Dakika

FSH: Folikiil Stimiilan Hormon
JAM: Junctional Adhezyon Molekiilii
kDa: Kilo Dalton

LH: Liiteinizan Hormon

M: Molar

MDCK: Madin Darby Kopek Bobregi
NH2: Amin Grubu

PBS: Fosfatli Tuz Tamponu

PDZ: Postsynaptic Density-95/Discs-large/ zonula okludens-1

SRY: Y kromozomu iizerinde bulunan cinsiyet belirleme bolgesi
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Kan-testis bariyerinin temelini tight junctionlar olusturur. Klaudin-1 ve Zonula
okludens-1 proteinleri sirasi ile tight junction integral ve periferal membran proteinleridir.
Bu proteinler kan-testis bariyerinin olusumunda 6nemli rol alirlar. Bu ¢alismada, prepubertal
ve pubertal donem bildircin testisinin genel histolojik yapisinin degerlendirilmesi ve klaudin-

1 ve zonula okludens -1 proteinlerinin varliginin ve lokasyonunun belirlenmesi amagladi.

Bu ¢aligmada 6 adet prepubertal ve pubertal donemlerdeki bildircinlardan elde edilen
testis dokular1 kullanildi. Dokular %10’luk nétral formaldehitte fikse edildi. Rutin doku
takibi isleminden gegirildikten sonra parafin bloklar elde edildi. Genel histolojik
degerlendirme igin Crossman’in ii¢lii boyama yontemi kullamildi. Klaudin-1 ve Zonula
Okludens-1 proteinlerinin gésterimi igin sirasi ile immiinohistokimya ve immiinfloresan

boyamalari gergeklestirildi.

Elde ettigimiz bulgularda bildircin testislerinin kanatlilarin bilinen testis histolojisine
sahip oldugu goriildii. Klaudin-1 immiinreaktivitesi prepubertal donemde gozlenmedi.
Pubertal déonemde klaudin-1 immiinreaktivitesi seminifer tiibiillerin bazal bolgesinde Sertoli
hiicrelerinde sitoplazmik ve membransel olarak ayirt edildi. Zonula okludens-1’in
immiinfloresan boyamasinda prepubertal donemde testiste 1simanin olmadigi, pubertal

donemde seminifer tiibiil epitelinde Sertoli hiicrelerinde 1s1manin oldugu gozlendi.

Sonug olarak diger kanatlilarda oldugu gibi bildircinlarda da prepubertal donemde
kan testis bariyerinin gelisiminin tamamlanmamis oldugu; pubertal donemde ise kan-testis
bariyerinin olusumuna katilan klaudin-1 ve zonula okludens-1 proteinlerinin varliginin

tespitiyle bu bariyerin varlig1 sonucuna ulagilmistir.
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Expression of ZO-1 and Claudin-1 Proteins in Prepubertal and

Pubertal Stage Japanese Quail Testis.
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MASTER THESIS/KONYA-2017

Tight junctions form the basis of the blood-testis barrier. Claudin-1 and zonula
occludens-1 proteins are tight junction integral membrane and peripheral membrane proteins,
respectively. These proteins play an important role in the formation of blood-testis barriers.
In this study, we aimed to evaluate the general histological structure of testis in prepubertal
and pubertal stages of quails and to determine the presence and location of claudin-1, zonula

occludens-1 proteins.

In this study, testicular tissues obtained from six prepubertal and pubertal stage
quails were used. Tissue samples was fixed in neutral formaldehyde and processed for
paraffin embedding. Crossman's triple staining method was used for general histological
evaluation. Immunohistochemistry and immunofluorescent staining were performed for the

expression of claudin-1 and zonula occludens-1 proteins, respectively.

We found that Japanese quail testes have normal poultry testicle histology. Claudin-
1 immunoreactivity was not found in the prepubertal quail testis. In pubertal period, claudin-
1 immunoreactivity was found in cytoplasm and cell membran of Sertoli cells in the basal
region of seminiferous tubules. While zonula occludens-1 immunoreactivity was not found
in testis in prepubertal period, it was found in Sertoli cells in seminiferous tubule in pubertal

period.

As a result, the development of the blood testis barrier in the prepubertal period was
not completed in quails, as in other wings; In the pubertal period, this barrier has been
reached as a result of the presence of claudin-1 and zonula occludens-1 proteins involved in

the formation of blood-testis barriers.
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1.GIRIS
Ureme sistemi neslin devamlilig1 igin gerekli olan en 6nemli unsurlardan
biridir. Ureme fonksiyonlarin1 gergeklestiren ve bununla iliskili hormonlari iireten

organlarin tiimiine iireme sistemi denir. Ureme sisteminde erkek ve disi iireme

organlar sekil, konum ve yap1 bakimindan farkliliklar gosterirler (Halldin 2005).

Disi iireme sistemi i¢c ve dis genital organlar olarak iki kisimdan olusur. ¢
genital organlar esey hiicrelerini {ireten ovaryumlar, bu hiicrelerin iletilmesini
saglayan tuba uterinalardan, uterus ve vaginadan olusur. Dis genital organlar ise
vulva ve klitoristen olusur (Ergiin 2008). Disi lireme sistemi erkek ve disi gametlerin
birlesmesini, embriyonun implantasyonunu, hormonlarin salgilanmasint ve doguma
kadar olan siirecte embriyonun gelisimini destekler (Dursun 2008). Kanatlilarda
embriyonik dénemde iki gonad olusmasina ragmen sag ovaryum ve oviduct siireg
icinde rediiksiyona ugrarlar. Sag tuba uterina nadiren rudimenter olarak kalir. Sol
ovaryum gelisimini tamamlar. Nadir olarak da dogan, atmaca gibi baz1 kanatlilarda

sag ovaryum gozlenir (Kahvecioglu ve Calisirlar 2002).

Erkek iireme sistemi organlar testisler, genital kanallar ile eklenik genital
bezler ve penisten olusur. Erkek iireme sistemi, gametlerin siirekli olarak iiretilmesi,
beslenmesi, gecici olarak depo edilmesi, androjenlerin sentezlenmesi ve
sekresyonundan sorumludur. Erkek iireme sisteminin birincil cinsiyet organi
testislerdir. Testisler memelilerde karin boslugu disinda skrotum icinde yer alirken
kanathlarda ise karin boslugu iginde yer almaktadir (Ergiin 2008). Bu fark disinda
birka¢ 6zellik bakimindan da kanatl testisi ile memeli testisi ayrilir. Memelilerde
bulunan eklenik genital bezler ve penis kanatli erkek iireme sisteminde yoktur, penis
yerine bunun karsilig1 olan fallus bulunur (Korkmaz ve Ozcan 2011). Memelilerde
testisi distan saran kalin bir tunika albuginea tabakasi bulunur. Bu bag doku tabakasi
testis i¢ine uzantilar gdndererek organi lobguklara ayirir. Buna karsin kanatlilarda bu
tabaka ¢ok incedir ve organi lobguklara ayiran gergek bir septa yapist yoktur bunun
yerine seminifer tiibiillerin yer aldig: lobiilleri olusturmak igin ¢ok ince bir bag doku
uzantist tunika albuginea katmani iginden geger. Seminifer tiibiiller kanatlilarda
memelilerdeki gibi kor ugla baslamaz her iki ucu da rete testise agilan anastomazlar
olusturmus borular halindedir. Seminifer tiibiil epiteli memelilerdeki gibi ¢ok kath

bir yapiya sahip olmasina ragmen memelilerden farkli olarak Sertoli hiicresi ve ona



tutunan spermatojenik hiicreler liimene dogru uzanmis olan siitunlar seklinde
izlenmektedir (Hodges 1974). Memelilerde seminifer tiibiillerde {iretilen germ
hiicreleri epididimiste depo edilir ve burada hareket yetenegi (kapasitasyon) kazanir.
Daha sonra disi genital kanalinda rekapasitasyon gegirerek fertilizasyon yetenegi
kazanirlar. Kanatlilarda ise epididimis kism1 ¢ok kisadir, spermler burada depo edilip
olgunlasmaz bunun yerine duktus deferenste olgunlagip fertilizasyon yetenegi
(kapasitasyon) kazanirlar (Coyan ve ark 2002). Kanatlilarda sprematozoonlarin
fertilizasyon yetenegi kazanmalar1 icin rekapasitasyon reaksiyonu gegirmezler
(Howarth Jr 1971). Kanatlilarin olduk¢a az sperm depolar1 vardir ve spermler
tretildikten hemen sonra atilirlar (Akbalik ve ark 2016). Memelilerde
ejekiilasyondan sonra spermlerin 24-72 saat fertilizayon yetenekleri korunurken
kanathilarda bu siire daha wuzundur; haftalarca fertilizasyon yeteneklerini
koruyabilirler. Memelilerde bulunan mediyastinum testis yapist Kanatli testisinde
bulunmaz (Hodges 1974).

Schematic of longitudinal section of testis
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Sekil 1.1. Memeli erkek iireme sistemi(UGA 2017, UroKlinik 2017).
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Sekil 1.2. Kanatli erkek tireme sistemi (PoultryHub 2017).

1.1.Testis Dokusu
1.1.1. Testislerin Embriyonik Gelisimi

Primordiyal germ hiicreleri erken embriyonik donemde epiblast i¢inde
goriiliirler. Bu hiicreler 6nce sulkus primitivus ardindan vitellus kesesi ve allantois
yoluyla go¢ edip On bagirsak duvarinda yer alan genital ¢ikintiya yerlesirler.
Memelilerde primordiyal germ hiicreleri aktif go¢ ile hareket ederken kanatlilarda bu
goc kan akimi ile gergeklesir. Primordiyal germ hiicrelerinin go¢ edip yerlestigi
genital ¢ikinti daha sonra farklilasmamis gonadi olusturur. Faklilasmamis gonadlar
primordiyal germ hiicrelerinden ve mezensim hiicrelerinden olusur. Mezonefrozun
medialinde yer alan mezotelin ve altindaki mezensimin proliferasyonu ile gonadal
kabariklik olusur. Bu farklilasmamis gonad 6n bolgesinde rete kanallar1 orta
bolgesinde ise cinsiyet kanallarini igerir. Bu cinsiyet kanallar1 seminifer kordonlar
olarak bilinir ve iglerinde primordiyal germ hiicresi bulunur. Seminifer kordonlar
daha sonra kivrimli hale gelerek tubulus seminiferus kontortuslari olusturur
(McGeady ve ark 2006). Testisler sekillendikten sonra anti miillerian hormonun

etkisiyle miiller kanali gerilemeye baslar. Anti miillerian hormon Sertoli hiicre
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Onciileri tarafindan salgilanan bir glikoproteindir. Testisin gelismesi sirasinda
mezensim hiicreleri tunika albuginea denen kapsiilii olusturur. Memelilerde tunika
albuginea testisin igine dogru uzanarak seminifer tiibiillerin arasinda, testisi
lobguklara bolen septumlar olusturur. Kanatlilarda seminifer tiibiillerin arasinda
sadece ince bir bag doku bulunur gercek bir septum olusmaz. Cikimdan sonra
testislerin gelisimi ile Sertoli hiicre ve spermatogonium proliferasyonunu, Sertoli
hiicrelerinin farklilagsmasini ve fonksiyonel islevinin gelisimini,
spermatogonyumlarin farklilasmasini igeren siirecler gozlenir. Geng¢ kanatlilarda
seminifer tiibiil epitelinde ¢ok sayida Sertoli hiicresi ve spermatogonium bulunur.
Erginlerde Sertoli hiicreleri ile gelisimin farkli evrelerinde yer alan spermatojenik

germ hiicreleri gozlenir ve seminifer tiibiil spermatogenezin gergeklestigi yer olarak

goriiliir (Whittow 1999).

Kanatlilarda cinsiyet belirlenmesi memelilerde oldugu gibi seks
kromozomlarmma dayanir. Memelilerde disi cinsiyeti homogametik kromozomla,
erkek cinsiyeti heterogametik kromozomla belirlenirken kanatlilarda tam tersi durum
s0z konusudur. Memelilerde erkek cinsiyet kromozomu XY, disi cinsiyet
kromozomu XX oldugu halde kanatlilarda erkek cinsiyet kromozomu ZZ, disi
cinsiyet kromozomu ZW’dir. Memelilerde cinsiyetin belirlenmesinde rol alan Y
kromozomu iizerinde bulunan cinsiyet belirleme (SRY) geni kanatlilarda
bulunmamaktadir. Kanatlilarda SRY geni disinda farkli genlerin cinsiyetin

belirlenmesinde rol aldig1 varsayiliyor (Shimada 2002).
1.1.2. Testislerin Anatomik Yapisi

Memeli hayvanlarda testisler viicut boslugu disinda skrotum adi verilen bir
kese icinde asili bir sekilde bulunan bir ¢ift bezdir (Kierszenbaum 2006).
Kanatlilarda ise testis karin boslugu i¢inde s6lom catisinin orta hattinin iki kenarinda
simetrik bi¢imde yerlesmistir. Testisler karin boslugunda bobregin kranial kisminda
kranio-ventral olarak uzanir. Kranial bolgede akcigerlerin ventral kismui ile iligkilidir.
Medial bdlgede aort, vena cava caudalis ve adrenal beze yakin olarak yerlesmistir.
Mezenteryum epididimisi ventral bolgeden orterek testisin aort ve bobrek arasinda
sOlom catisina baglar. Fasulye biciminde olan olan testisler prepubertal donemde
sarims1 veya siyahimsi renkte olup pubertal donemde rengi beyaza doner.

Kanatlilarda testislerin kranial bdlgelerinde hava keseleri bulunmaktadir, bu hava
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keselerinin testisin sogutulmasindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Kanatlilarda
genellikle sol testis, sag testisten daha biiyliktiir (Kahvecioglu ve Calisirlar 2002).
Bildircinlarda da aymi sekilde sol testis sag testisten daha biiyliktir (Akbar ve
Qureshi 2012). Testislerin biiytikliikleri yasa ve viicut agirliklari ile orantilidir.
Memeliler ile kiyaslandiklarinda kanatli testislerinin viicut agirliklarina gore
oranlandiginda ¢ok daha biiyikk olduklar1 goriliir, testis agirliklar1 beden
agirliklarinin yaklasik %1°1 kadardir (Kahvecioglu ve Calisirlar 2002). Bildircin
testisinin agirligi, uzunlugu, genisligi gibi morfometrik parametreleri inaktif donem
ile kiyaslandiginda aktif donemde daha biiyiiktiir. Serum testosteron seviyesi gibi
immiin parametreler tam aksine aktif donemde inaktif doneme gore azalmaktadir.
Seminifer tiibiil ¢ap1 gibi histometrik 6l¢iimlerde de inaktif faz ile karsilastirildiginda
aktif fazda artis gozlendigi bildirilmektedir (Akbar ve Qureshi 2012).

1.1.3.Testislerin Histolojik Yapisi

Kanatlilarda testis distan tunika albuginea ile ortiiliidir. Tunika
albuginea tabakasi kanatlilarda memelilerin aksine oldukca incedir. Bu tabaka diiz
kas hiicrelerinden fibroblastlardan ve kollajen iplik demetlerinden olusur. Tunika
albuginea organ igine septalar gondermedigi igin gergek lobiiller bulunmaz.
Seminifer tiibiiller arasinda ince bir bag dokusu yer alir. Bu interstisyel doku i¢inde
bag doku iplikleri, diiz kas telleri, kan damarlar1, sinir telleri, fibroblastlar, Leydig
hiicreleri bulunur. Olduk¢a kivrimli ve sik anastomozlasan seminifer tiibiil ¢ok kath
yap1 gosterir. Seminifer tiibiil Sertoli hiicreleri ve gelisimin ¢esitli asamalarindaki
spermatojenik hiicreleri igerir (Hodges 1974). Bazal membran iizerine oturan
seminifer epitel memeli hayvanlardan farkli olarak duvar yapisinda degil kolon
yapisinda izlenmektedir. Yani hiicrelerin birbirleriyle iligkileri segmentler halinde
degil, siitunlar halindedir. Seminifer tiibiilde bazalden apikale dogru gidildik¢e daha
olgun germ hiicreleri gozlenir. Bazal bolgede spermatogonyumlar bulunur daha
sonra primer spermatositler ardindan sekonder spermatositler ve en f{istte yani
apikalde spermatozoonlar gdzlenir. Kanatlilarda seminifer tiibiillerin u¢ kisimlari
direkt rete testise agilir. Rete testis intrakapsiiler olarak gozlenir. Kanatllarda
epididimis; duktus efferentis, baglayicit kanallar ve duktus epididimisten olusur
(Ergiin 2008).



1.1.4. Testislerin Histofizyolojisi

Testislerin iki onemli fonksiyonu mevcuttur bunlar endokrin ve ekzokrin
fonksiyonlardir. Testislerin ekzokrin fonksiyonlar1 spermatozoon {iretimi iken
endokrin fonksiyonu testosteron, dihidrotestosteron gibi androjenler adi verilen
bircokhormonun {iiretimidir. Testosteron testislerin intertiibiiler alaninda yer alan
Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir. Diger androjenlere gore cok daha fazla
bulunan testosteron en Onemli testis hormonu olarak kabul edilir. Seminifer
tiibiillerde testosteron spermatogenezin gerceklesmesini saglar. Kan dolasiminda
bulunan testosteron ise kas gelismesi, ses kalinlagsmasi, boynuz, yele, ibik ve sakalin
biiylimesi gibi sekonder seks karakterlerinin gelismesini saglar. Leydig hiicresinden
salgilanan testosteronun iiretilmesi liiteinizan hormon (LH) tarafindan uyarilir. LH ve
folikiil stimiilan hormon (FSH) hipotalamustan salgilanan gonadotropin-salgilatic
hormonun etkisi ile adenohipofizden iretilir. FSH seminifer tibiilde Sertoli
hiicresine baglanarak androjen baglayici protein, testikiiler transferin gibi gesitli

proteinlerin sentezlenmesini saglayarak spermatogenezi uyarir (Ergiin 2008).

Kanatlhi hayvanlarda disilerde sadece sol ovaryum fonksiyonel iken
erkeklerde her iki testis de fonksiyoneldir. Memelilerde spermatogenez fonksiyonunu
34-35 °C’de skrotum iginde gerceklestirir (Kierszenbaum 2006). Kanatlilarda bu
fonksiyon karm boslugu i¢inde 41-42 °C viicut sicakliginda gergeklesir (Kahvecioglu
ve Caligirlar 2002). Memelilerde funikulus spermatikus i¢inde bulunan pleksus
pampiniformis adi verilen kan damar1 ag1 termoregiilasyon saglayarak testislerin
sicakliginin viicut sicakligr altinda tutulmasimni saglar. Kanatlilarda bu pleksus
pampiniformisler bulunmaz bunun yerine testislerin kranial bolgesinde bulunan hava
keselerinin bu sogutma islemini gergeklestirdigi diisiiniilmektedir (Razi ve ark 2010).
Hava keseleri ¢ikarilan horozlarla ilgili yapilan bir calismada semen Kalitesi
bakimindan deney gruplari1 ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadigi,
ayni sekilde testikiiler 1s1 ve rektal 1s1 Olciiliip hava kesesine ait sicaklik ile
karsilastirdiklarinda da 6nemli bir fark gézlenmemistir. Elde ettikleri sonuglar hava
keselerinin testisin  sogutulmasinda goérev almadigi ve kanathi testisinde
spermatogenezin yiiksek sicaklikta gerceklesebilecegi seklinde yorumlamiglardir

(Herin ve ark 1960).



1.2.Kan-Testis Bariyerinin Fonksiyonu ve Yapisi
1.2.1.Kan-Testis Bariyerinin Fonksiyonu

Germ hiicrelerinin farklilagsmas1 immiin sistemin olgunlasmasindan ve
sistemin kendinden olan ile olmayan1 ayirt etmesinden ¢ok sonra ortaya ¢ikmaktadir.
Bu nedenle germ hiicreleri immiin sistem i¢in kacinilmaz bir tehdittir. Puberte
doneminde germ hiicreleri mayoz bdliinmeye girer ve 6zellesmis spermatozoa
iiretimi gerceklesir. Bu siire¢ boyunca oldukga fazla ylizey ve intraselliiler protein
sentezi gerceklesir. Immiin sistem tarafindan ortaya ¢ikan bu yeni antijenler tehdit
olarak algilanir ve yok edilmeye calisilir. Bu nedenle germ hiicreleri sistemik
sirkiilasyonda yer alan belirli antijenlerden ayri tutularak korunmus bir ortamda yer
almasi1 gerekmektedir .Testiste var olan kan-testis bariyeri ortaya ¢ikan bu olumsuz
durumdan germ hiicrelerini ayr1 tutarak, hiicrelerin korunmus bir ortamda yer

almasini saglar (Fijak ve Meinhardt 2006).

Seminifer tibiil epitelinde yer alan kan-testis bariyeri Sertoli hiicreleri
arasinda bulunur. Seminifer tiibiil epitelinin iicte birlik bazal kisimda yerlesmis olan
kan-testis bariyeri hiicreler arasi baglanti kompleksleri ile saglanir. Kan-testis
bariyerinin bu yerlesimi seminifer tiibiil epitelini iki bolgeye ayirir. Bunlar; seminifer
tiiblil limenine bakan kisim olan apikal bolge ve bazal membrana bakan kisim olan
bazal bolge. Seminifer epitelin bazal bolgesinde spermatogonia ve preleptoten
spermatositler bulunur, apikal bolgede ise primer ve sekonder spermatositler, round
spermatidler, elongating/elongated spermatidler bulunur. Apikal bdlgede bulunan
germ hiicreleri kan-testis bariyeri sayesinde sistemik dolasimda bulunan

antijenlerden ayr1 tutularak korunmus bir ortamda yer alir (Mruk ve Cheng 2004).

Tight junction baglantilar1 seminifer tiibiil epitelinde sadece Sertoli hiicreleri
arasinda bulunur. Germ hiicrelerinde tight junction proteini bulunmaz. Tight
junctionlarin epitelde iki farkli fonksiyonu bulunur bunlar; kap1 ve ¢it foksiyonudur.
Tight junctionlarin kapi fonksiyonu paraselliller alan arasinda suyun, ¢oziinen
maddelerin ve diger biiylik molekiillerin gecisini engeller yani bir bariyer olusturur,
c¢it fonksiyonu proteinlerin ve lipitlerin apikal ve bazolateral alanlar arasindaki

hareketini kisitlar yani hiicre kutuplulugu tiretir (Mruk ve Cheng 2015).



1.2.2. Kan-Testis Bariyerinin Yapisi

Kan-testis bariyeri Sertoli hiicreleri arasinda yer alan okludin baglantilar1 ve
adherens junctionlar ile yaratilir. Testiste bilinen tek okludin baglantisi tight
junctionlardir. Bu bariyerin temeli tight junction’lar ile saglanirken diger baglantilar
bu bariyerin olusmasina desteklik saglar (Cheng ve Mruk 2002). Genelikle diger
epitellerde bu baglantilarin goreceli lokasyonlart ayni olmasima ragmen seminifer
epitelde bu baglantilarin lokasyonlar1 diger epitellerden farklidir. Epitel hiicrelerinin
¢ogunda apikal kisminda tight junctionlar bulunur, bunlar1 adherens junctionlar takip
eder ve ardindan desmosomlar yer alir. Bu baglanti kompleslerinin yani sira gap
junctionlar ve ek desmozomlar; tight junctionlar ve adherens junctionlar ile siki bir
sekilde diizenlenmis degillerdir ve ekstraselliller matriks ile baglantili epitel
hiicresinde daginik bulunabilirler. Bu durumda tight junctionlar ekstraselliiler
matriksten uzak konumda yer alirken testiste kan-testis bariyerini olusturan tight
junctionlar seminifer epitelin bazal kompartmaninda yerlesim gosterirler (Lui ve ark
2003). Kan-testis bariyerinin gelisimi ergenlik doneminde spermatogenezin ilk
dalgasiyla birlikte baglar. Bu siirecin Sertoli hiicre ¢ogalmasinin sona ermesi ve

islevsel olgunlasmasi ile ¢akistigi diisiintilmektedir (Gerber ve ark 2016).

Olgun germ hiicrelerinin olusumuyla sonuglanan hiicresel olaylarin
kronolojik serisini kapsayan siirece spermatogenezis denir. Kan-testis bariyeri
spermatogenezis sirasinda preleptoten spermatositlerin bazal bdlgeden apikal
bolgeye gecisine izin verecek sekilde acilip kapanabilen dinamik bir yapiya sahiptir.
Spermatogenesiz boyunca kan-testis bariyerinde yer alan tight junctionlarin agilip
kapanmasi ile ilgili literatiirde 3 teori bulunur (Cheng ve Mruk 2002).

Fermuar teorisi: bazal bolgeden adluminal bdlgeye preleptoten ve leptoten
spermatositlerin gegisi sirasinda tight junction bolgeleri bir fermuar seklinde acilip
kapanir. Bu agilip kapanma sirasinda kan-testis bariyeri bozulmadan islevine devam

eder (Cheng ve Mruk 2002).

Hiicreler arasi kompartman teorisi: Russel (1977) tarafindan onerilen bu
teoriye gore bazal bolgeden adluminal bolgeye gecis sirasinda germ hiicreleri

tarafindan isgal edilen bir kompartman mevcuttur. Bu kompartman sayesinde kan



testis bariyeri bozulmadan germ hiicrelerinin bazal bolgeden apikal bolgeye hareket

edebildigi bildirilmistir (Russell 1977).

Her iki teoride de kan-testis bariyerinden germ hiicrelerinin gegebilmesi i¢in

tight junction fibrillerinin ayrilip birlesmesini baglatan uyaranin ne oldugu
bilinmemektedir (Cheng ve Mruk 2002).

Stres teorisi: Pelletier ve Byers (1992) tarafindan 6nerilen stres teorisine gore
germ hiicrelerinin gelisimi tight juction bolgesinde bir stres yaratiyor ve bunun
sonucu olarak germ hiicrelerinin apikal bélgeden bazal bolgeye gecisine izin verecek

sekilde tight junction fibrilleri agilip kapaniyor (Pelletier ve Byers 1992).
1.3. Kan-Testis Bariyeri Tight Junction Baglant1 Proteinleri

Tight junction baglantisinda integral membran proteinleri ve periferal

membran proteinleri yer alir (Mruk ve Cheng 2004).
1.3.1. integral Membran Proteinleri

Integral membran proteinlerinin en ¢ok bilinenleri okludin, klaudin
juncitonal adhesion molekiilii ve trisellulindir. Bunun diginda varligr belirlenen

integral membran proteinleri de mevcuttur (Mruk ve Cheng 2004).
1.3.1.1. Okludin

Okludin ilk kez 1993 yilinda Furuse ve ark (1993)tarafindan civciv
karacigerinde kesfedilmistir. Tek polipeptid zincirinden olugan okludinler 60-65 kDa
agirhiginda hiicreler arasi adezyon kuvvet molekiilidiir (Furuse ve ark 1993,
Cummins 2012). Daha sonra yapilan ¢alismalar ile okludin molekiiliiniin memeli ve
kanath hayvanlarda %90 oraninda benzer oldugu gosterilmistir (Ando-Akatsuka ve
ark 1996). Her bir okludin molekiilii 4 transmembran bolge, 2 ekstraselliiler bolge, 1
intraselliiler bolge, bir kiigcik amin (NHy) sitosolik bolge ve bir biiyiik karboksil
(COOH-) sitosolik bolgeden olusur (Cheng ve Mruk 2002, Mruk ve Cheng 2004,
Morrow ve ark 2010). Bu bolgeler arasinda ilk ekstraselliiler bdlge tirozin ve
glisinden zengindir ve bu farkli memeli tiirleri arasinda iyi korunmustur. Sitosolik
COOH- kisim 1:1 oraninda zonula okludens ile baglantilidir. Okludin kan-testis

bariyer fonksiyonu i¢in 6nemlidir fakat zorunlu degildir. Okludin tek basina bariyer



fonksiyonunu gerceklestiremez kaludin ile birlikte bu fonksiyonu yerine getirebilir
(Saitou ve ark 2000, Heiskala ve ark 2001). Fare ve sigan testislerinde okludinlerin
Sertoli hiicreleri arasinda kan-testis bariyerinin bulundugu bolgede yer aldigi ve
maturasyonla yogunlugunun arttigi gosterilmistir fakat insan ve kobayda Sertoli
hiicrelerinde okludinin bulunmadigi belirtilmistir (Moroi ve ark 1998, Feldman ve
ark 2005). Okludinler testiste Sertoli hiicre membraninda bazale yakin olarak ve
Sertoli hiicre sitoplazmasinda bulunur. Sertoli hiicrelerinde bazolateral membranda
tight junction fibrilleri olarak diizenlenmemis kiigiik bir okludin havuzu bulunur. Bu
okludin havuzu molekiil rezervi olarak bulunur ve hizli okludin degisimlerinde

kullanilir (Cheng ve Mruk 2002).

1.3.1.2. Klaudin

Furuse ve ark. tarafindan 1998 yilinda kesfedilen klaudin yaklasik 22 kDa
agirligindadir (Furuse ve ark 1998). Klaudinler bir kisa NH; sitoplazmik bolge, iki
ekstraselliiler bolge, dort transmembran bolge ve bir uzun COOH sitoplazmik
bolgeden olusur. Klaudin ve okludin benzer bir topolojik yapiya sahiptir fakat
klaudinlerin sitoplazmik bdlgeleri ve ikinci ekstraselliiller bolgesi daha kiigiiktiir.
Yeni tanimlanan ii¢ klaudin molekiilii ile birlikte farkli epitellerde tanimlanmis olan
toplan 27 farkli klaudin molekiilii bulunur (Mineta ve ark 2011, Giinzel ve Alan
2013). Testiste klaudin 1, 3, 5, 7, 8 ve 11 olmak iizere toplam 7 farkli klaudin
molekiilii tanimlanmistir. Bunlardan klaudin 3, 5 ve 11’in kan-testis bariyerinin
biitiinliiglinlin saglanmasinda rol aldig1 gosterilmistir. Klaudin ekspresyonu ile kan-

testis bariyerinin olusumu ayn1 zamanlarda gergeklesir (Morrow ve ark 2010).

Klaudin nakavt fareler ile yapilan calismalarda farkli epitellerin bariyer
biitiinliigiiniin diizenlenmesinde klaudinin 6nemi ortaya konulmustur. Ornegin
klaudin-1 nakavt farelerin epidermal bariyerin bozulmasindan dolay dogumdan kisa
bir siire sonra 6ldiigii gosterilmistir (Furuse ve ark 2002). Klaudin-5 nakavt farelerde
neonatal 6lim (Nitta ve ark 2003), klaudin-11 nakavt ferelerde ise infertilite

gozlenmistir (Gow ve ark 1999).
1.3.1.3. Junctional Adhezyon Molekiilleri

Junctional adhezyon molekiilleri (JAM) immiinoglobiilin stiper ailesinin bir

tiyesidir. Farkli dokularda 36-42 kDa molekiil agirligina sahiptir. JAM bir
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ekstraselliiler bolge, bir intraselliiler bolge ve bir transmembran bdlgeden olusur.
Ekstraselliiler bolge iki zincirler aras1 distilfit baglart ile iki V sekilli immiinoglobiilin
benzeri halkadan olusur. JAM’m intraselliiler bolgesi zonula okludens-1’in
Postsynaptic  Density-95/Discs-large/ zonula okludens-1 (PDZ) bolgesi ile
baglantilidir (Mruk ve Cheng 2004). JAM’1n {ig klasik iiye (JAM-A, B ve C) ve dort
iliskili (JAM-4, JAM-L, CAR ve ESAM) proteinler olmak iizere toplamda 7 farkli
tiyesi bulunur. JAM-A, B ve C oncelerde sirast ile JAM-1, 2 ve 3 olarak
adlandirilmis olmasina ragmen daha sonra isimleri degistirilmistir (Muller 2003).
JAM-A ve -B Sertoli hiicreleri tarafindan, JAM-C spermatidler tarafindan eksprese
edilir. Sertoli hiicresinde JAM-A kan-testis bariyerinde bulunur. JAM-B ise hem
kan-testis bariyerinde hem de ektoplazmik Ozellesmelerde yer alir. JAM-C
ektoplazmik 6zellesmelerde spermatidlerde bulunur (Zhang ve Lui 2015).

1.3.1.4. Trisellulin

Ikenouchi ve ark (2005) tarafindan ilk kez 2005 yilinda kesfedilen trisellulin
ozellikle {li¢ hiicrenin kesistigi bolgelerde dikey olarak yerlesim gosteren tight
junction integral membran proteinidir. Epitelyal hiicre tiplerinin hepsinde gdzlenen
trisellulinin yapilan ¢aligmalarda iki hiicrenin kesistigi noktalarda da yerlestigi
belirtilmistir. Tanimlanan bes trisellulin formu bulunur, bunlar trisellulin-a, b, ¢, d ve
e olarak isimlendirilir. Trisellulin olarak bahsedilen protein trisellulin-a izoformudur.
Trisellulin yapisal olarak dort transmembran bolge, bir COOH- bolge ve bir NH;
bolge igerir. Trisellulin proteini baskilandigi zaman biselluler ve triselluler tight
junctionlarin yapisinin diizensizlestigi ve bariyer fonksiyonunun zarar gordiigi
izlenmistir (ikenouchi ve ark, 2005). Trisellulinin fazla eksprese edilmesinin tight
junctionlarin molekiiler yapisini etkilemedigi buna ragmen iyonlarmn ve biiyiik
molekiillerin gegisini daha etkili bir sekilde engelledigi gosterilmistir. Trisellulin
isitme duyusu i¢in ¢ok 6nemlidir. Trisellulin geninde meydana gelen bir mutasyon

veya delesyon sonucunda sagirlik meydana gelir (Riazuddin ve ark 2006).
1.3.2. Periferal Membran Proteinleri

En c¢ok c¢alisilan tight junction periferal membran proteini zonula

okludenslerdir. Bunlarin disinda iyi bilinen diger proteinler ise cingulin ve
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symplekinlerdir. Bu proteinler disinda bilinen baska periferal membran proteinleri de
mevcuttur (Mruk ve Cheng 2004).

1.3.2.1. Zonula Okludens

Membrane-Associated Guanylate Kinase homolog protein ailesinin bir {iyesi
olan zonula okludensin zonula okludens-1,-2 ve -3 olarak ii¢ iiyesi bulunur. Zonula
okludens yapisal olarak guanilat kinaz benzeri bolge, src-eslesme bolgesi ve li¢ PDZ
bolgesi olmak tizere ti¢ farkli bolgeden olusur (Tsukita ve ark 2001). Bu bolgeler
zonula okludenslerin tight junction fonksiyonunu destekleyen proteinlerle
baglanmasina izin verir. Zonula okludens tight junction bolgesi disinda ¢ekirdekte ve
diger hiicre baglantilarinda da bulunur. Testiste kan-testis bariyeri disinda elongated
spermatidlerin etrafinda apikal ektoplazmik Ozellesmelerde de yer alir. Zonula
okludens proteinleri hiire ¢ogalmasini, farklilasmasin1 diizenlerler, membran
organizasyonunu kontrol ederler, sinyal ileti yolaklarini yonetirler ve hiicre

kutuplagmasini diizenlerler (Mruk ve Cheng 2004).

Zonula okludens-1 tanimlanan ilk zonula okludens proteinidir. ilk kez
hepatosit membraninda tanimlanan zonula okludens-1 proteini 225 kDa
agirligindadir. Testiste zonula okludens-1, konneksin-43 ile kolokalizedir ve gap
junction baglantisinin diizenlenmesini saglar. Zonula okludens-1 gap junctionlarin
negatif diizenleyicisidir ve konneksin-43’iin fosforilenmesi zonula okludens-1 ile
konneksin 43 iletisimine zarar verir, gap junction baglantisin1 arttirir. Zonula
okludens okludin ve klaudin gibi diger proteinler ile de bagantilidir. Bu
transmembran proteinlerin hiicre iskeletine baglanmasi zonula okludensler aracilig
ile gergeklesir. Testiste Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen zonula okludens-1
proteini germ hiicreleri tarafindan sentezlenmezler. Zonula okludens-1’in
ekspresyonu fare ve ratlarda testiste 7-14 giinliik iken gerceklesir. Bu yaklagik
dogumdan sonraki 13-15 giin sonrasinda kan-testis bariyerinin olustugu zamana denk
gelir. Zonula okludens-1’in bilinen iki izoformu vardir bunlar a+ ve o- formlaridir.
Bu izoformlar tight junction baglantisinin olusmasinda siirdiirilmesinde ve
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Her iki izorform testiste genclik ve eriskinlik
dénemlerinde yogun olarak eksprese edilir (Willott ve ark 1992). Zonula okludens-
I’in sik1 baglanma 6zelligine katki saglamanin yerine Tight junctionin membran alt1

hiicre iskeleti ile integral membran komponentleri arasinda mekanokimyasal baglanti
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yarattig1 iddia edilmektedir. Zonula okludens-1’in PDZ bolgesi klaudin ve okludin
proteinlerinin COOH-ucuna 1:1 oraninda baglanir (Mruk ve Cheng 2004).

Zonula okludens-2 160 kDa agirliginda olan bir diger zonula okludens
proteinidir. Ilk kez Madin Darby kdpek bdbrek (MDCK) hiicrelerinde tanimlanan
zonula okludens-2’nin testiste varligi gosterilmis fakat ¢ok calisiimamistir. Zonula
okludens-1 ile baglant1 saglayan zonula okludens-2 ayrica okludin ve klaudinlerle de
baglanti saglar (Mruk ve Cheng 2004).

Zonula okludens-3 ilk kez MDCK hiicrelerinde tanimlanmis 130 kDa
agirliginda  olan zonula okludens proteinidir. Baslangigta pl130 olarak
isimlendirilmesine karsin zonula okludens-1 ve zonula okludens-2 ile benzer
homoloji paylasmasi nedeni ile daha sonralarda zonula okludens-3 olarak
isimlendirilmistir. zonula okludens-3 tight junction bolgelerinde zonula okludens-1
ile kolokalizedir. Ayrica okludin, klaudin ve aktin ile baglantili olmasina ragmen
zonula okludens-2 ile baglantili degildir. zonula okludens-3’iin ¢cDNA sekansi

bilinmesine ragmen testiste varligi gosterilememistir (Mruk ve Cheng 2004).
1.3.2.2. Cingulin

Cingulin tight junctionlarin sitoplazmik kisimlarinda bulunan 140 kDa ve 108
kDa agirliginda iki farkli molekiiler yapisi bulunan bir fosfoproteindir (Citi ve ark
1989). Testiste tight junction bdlgelerinde bulunur. Bu bolgede zonula okludens-
1’den daha uzakta bulunmasina ragmen segici bariyerin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir.
Cingulin miyozin ve paramiyozin gibi diger hiicre iskeleti proteinleriyle yiiksek
oranda yapisal bir eslesme gosterir. Yapilan in vitro immiinopresipitasyon
caligmalart ile cingulin proteininin diger tight junction proteinleriyle 6zellikle zonula
okludens-1, zonula okludens-2, zonula okludens-3, AF-6 ve miyosin ile etkilesim
icinde olduklari, bunlarin disinda okludin ile de iletisim i¢inde oldugu gosterilmistir.
Rat ve fare testisinde cingulin kan-testis bariyeri yakininda bazal kisimda zonula
okludens-1 ile ayn1 bolgede bulunur. Sertoli-Sertoli hiicre baglantisinin yani sira
Sertoli-spermatid hiicre baglantisinda da cingulinin bulundugu gosterilmistir (Mruk
ve Cheng 2004).
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1.3.2.3. Symplekin

Symplekin 126,5 kDa agirliginda bir protein olup epitelde Tight
junction’larin  bulundugu bolgelerde bulunur. Yapilan immiinohistokimya ve
immiingold elektron mikroskobi ¢alismalariyla Sertoli hiicresinde varligi
gosterilmistir fakat damar endotelinde varligr gézlenmemistir (Keon ve ark 1996).
Tigh junction bolgesindeki lokalizasyonlarina ek olarak symplekin proteinine
hiicrelerin ¢ekirdek plazmasinda da sik rastlanir (Mruk ve Cheng 2004). Symplekin
dort ayirict alana sahiptir: N-terminal Ssu72 baglama alani (NTD), 32 CstF-64
baglanma alani, CPSF-73 baglama bolgesi ve C-terminal bolgesi (Keon ve ark 1996)

Yaptigimiz bu ¢aligmanin amaci prepubertal ve pubertal bildircin testislerinin
genel histolojik degerlendirmesinin yapilmasi, kan-testis bariyerinin temelini
olusturan tight junction proteinlerinden klaudin -1 ve zonula okludens-1’in varliginin

ve lokasyonlarinin belirlenmesidir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi Etik Kurulu’nun 29.06.2016 tarih ve 2016/54 sayili karar1 ile onaylandu.
Calismamizda Protenyum kiimes hayvanlar1 ¢iftliginden elde edilen 6 adet 30 giinliik

prepubertal, 6 adet 70 giinliik pubertal erkek Japon bildircini (Coturnix coturnix japonica)

kullanildi. Hayvanlar servikal dislokasyonla sakrifiye edildikten sonra testis dokulari alinip
rutin doku takibi islemi yapildi. Genel histolojik degerlendirme ig¢in Crossman’in tglii
boyama yontemi kullanild1 (Crossmon 1937). Klaudin-1 ve Zonula Okludens-1 proteinlerinin

gosterimi i¢in sirasi ile immiinohistokimyasal ve immiinfloresan boyamalar gerceklestirildi.
2.1. Isik Mikroskobik Doku Takibi

Testis dokular1 fiksayon islemi i¢in %10’luk Noétral Formaldehit soliisyonunda 24 saat
bekletildi. Fiksasyon isleminden sonra 1 gece akarsu altinda yikanan dokular rutin doku takip

yontemi ile takibi yapilarak bloklandilar.

Parafin bloklardan mikrotomda (Mikrotom Leica, RM2125RT) 3-5 um kalinliginda
kesitler elde edildi.

2.2. Crossman’in Uclii Boyama Protokolii

Alman kesitler genel histolojik degerlendirmeler yapmak iizere Crosman’in igli
boyama yontemi ile boyandi (Crossmon 1937). Hazirlanan preparatlarda genel histolojik
incelemeler yapildi, kapsiil kalinlig1 ve seminifer tiibiil capr Slgiildii. Tiim incelemeler ve
ol¢timler DFC-320 model kamera atagmani olan Leica DM-2500 model 1s1tk mikroskobu ile
yapild1 ve resimleri cekildi. Olgiimlerden elde edilen verilerin istatistiki analizi MINITAB 14
paket programi kullanilarak yapildi. Analizler i¢in bagimsiz 6rnek T testi metodu kullanildi. P
degeri 0.05’den kii¢iik olan degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.

2.2.3 imminohistokimya Boyama Protokolii

e Parafin bloklardan alinan 3-5 pm kalinligindaki kesitler deparafinizasyon islemi igin
2x15 dk ksilolde bekiletildi.
e Rehidrasyon islemi i¢in sirasi ile 3’er dk %100, %100, %96, %80 ve %70’lik azalan

dereceli alkol serisinden ve en son distile sudan gegirildi.
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e Antijen maskelenmesini 6nlemek i¢in mikrodalgada (750W) 1M sitrat tampon (pH:6)
icinde 3x5 dk bekletildikten sonra 20 dk sogumaya birakildi.

e Fosfatli tuz soliisyonunda (PBS) 3x3 dk yikandh.

e Nonspesikik antikor baglanmasini ve zemin boyamasini engellemek igin Protein blok
ile 5 dk inkiibe edildi.

e Kesitler lizerinden protein blok uzaklastirilik yikama yapilamadan antikor sulandirma
soliisyonu ile 1/100 oraninda sulandirilmis Klaudin-1 primer antikoru (invitrogen, cat.
no: 51-900) damlatildi. Kesitler nemlendirilmis kap igerisinde buzdolabinda 1 gece
bekletildi.

e PBS ile 3x5 kez yikand:

e Kaesitler lizerine polyvalent sekonder antikor damlatilip 30 dk bekletildi.

e PBS ile 3x5 kez yikand:

e Endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin metanol ile hazirlanmis %3’lik
hidrojen peroksitaz (H,O;) i¢inde 30 dk bekletildi.

e PBS ile 3x5 kez yikandu.

e Kaesitler tizerine HRP konjuge streptavidin damlatilip 30 dk bekletildi.

e PBS ile 3x5 kez yikand1

e Diaminobenzidin (DAB) damlatilip 2 dk bekletildi.

e Distile sudan gegirildi.

e Zit boyama i¢in Mayers Hematoksilen i¢inde 2 dk bekletildi.

e Akarsu altinda yikama yapildi.

o Kesitler 3’er dk bekletilerek artan dereceli alkol serisinden gegirildi (%70, 80, 96, 96,
Absol, Absol).

e Seffaflandirma i¢in Ksilolde 2x3 bekletildi

e Kaesitler entellan ile kapatilda.

Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine kesitler iizerine PBS damlatildi. Ardindan
protokol ayn1 sekilde devam ettirildi. Hazirlanan doku kesitleri DFC-320 model kamera

atagmani olan LeicaDM-2500 model 151k mikroskobu ile incelenip resimleri ¢ekildi.
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2.2.4. Immiinfloresans isaretleme Protokolii

e Immiinfloresans isaretleme igin testis doku bloklarindan alman 3-5 pm kalligindaki
kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 37 °C etiiv i¢inde ardindan 2x15 dk ksilol
icinde bekletildi.

e Rehidrasyon islemi i¢in sirasi ile 3’er dk azalan dereceli alkol serisinden (%2100,
%100, %96, %80 ve %70) gecirildi.

e PBS ile 3x5 dk yikandu.

e Kesitler tizerine PBSTriton-X100 Normal goat serum damlatilip 15 dk bekletildi.

e Kesitler lizerinden protein blok uzaklastirilip yikama yapilamadan antikor sulandirma
soliisyonu ile 1/100 oraninda sulandirilmis Zonula OKkludens-1 primer antikoru
(abcam, cat. no: ab59720) damlatildi. Kesitler nemlendirilmis kap igerisinde
buzdolabinda 1 gece bekletildi.

e PBS ile 3x5 dk yikandu.

e Blok soliisyonu ile 1/1000 oraninda sulandirilmig FITC konjuge Goat anti-Rabbit IgG
(abcam, ab6717) sekonder antikor damlatilip oda sicakliginda, karanlik ve nemli
ortamda 3 saat bekletildi.

e PBS ile 3x5 dk yikandu.

o Kaesitler tizerine niikkleer boyama i¢in DAPI damlatilip lamel ile kapatildi.
Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine kesitler iizerine PBS damlatildi. Ardindan

protokol ayni sekilde devam ettirildi. Hazirlanan doku kesitleri immiinfloresan mikroskobu ile

incelenip resimleri ¢ekildi.
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3. BULGULAR
3.1. Makroskobik Bulgular

Prepubertal déonem bildircin testislerinin karin boslugu iginde yerlestigi, oval sekilli ve
kiiciikk oldugu, belirgin olmayan duktus deferenslerin varligi gozlendi. Pubertal dénem
bildircin testislerinin ayni sekilde karn boslugu icinde yerlestigi ve oval sekilli oldugu
gozlendi. Duktus deferenslerin belirginlestigi ve kloakaya acildig1 gézlendi. Pubertal bildircin
testislerinin prepubertal bildircin testisi ile kiyaslandiginda oldukga biiylik oldugu gézlendi
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bildircin erkek genital organlarinin makroskobik
goriinimii. A) Prepubertal dénem. B) Pubertal donem.
Yildizlar: testis, oklar: duktus deferens

3.2 Isik Mikroskobik Bulgular

Prepubertal donemdeki bildircin testislerinde tiglii boyama metodu ile hazirlanan doku
kesitlerinde seminifer tiibiillerin Sertoli hiicrelerinden ve spermatagonyumlardan olustugu
gozlendi. Sertoli hiicreleri bazale oturmus ve apikale dogru uzanan, tiggen sekilli ¢ekirdeklere
sahip hiicreler seklinde oldugu, seminifer tiibiillerin etrafinda belirgin bir bazal membran
oldugu gozlendi. Intersitisyel alanda ¢ok ince bir bag dokusuna, kan damarlarma ve Leydig

hiicrelerine rastlandi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Prepubertal bildircin testisinin farkli biliylitmelerde genel histolojik goriiniimii.
(y1ldiz: seminifer tiibiil, oklar: Leydig hiicresi), Crossman’in tiglii boyamasi.

Pubertal donem bildircin testisinde seminifer tiibiil epitelinde Sertoli hiicrelerinin ve
gelisimin ¢esitli agsamalarindaki spermatojenik germ hiicrelerinin bulundugu bu hiicrelerin
liimene dogru uzanan siitunlar seklinde oldugu gozlendi. Seminifer tiibiil liimeninde
spermiyumlarin varligi dikkat ¢ekmistir. Seminifer tiibiillerin etrafinda belirgin bir bazal
membranin yer aldig goriilmiistiir. intersitisyel alanda ¢ok ince bir bag dokusu, kan damarlar1

ve Leydig hiicreleri gozlenmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Pubertal bildircin testisinin farkli biiyiitmelerde genel histolojik goriiniimii.
(y1ldiz: seminifer tiibiil, ok: hiicre kordonlar1), Crossman’in ii¢lii boyamasi.

Prepubertal ve pubertal bildircin testislerinde seminifer tiibiil ¢cap1 ve kapsiil kalinlig
Ol¢limii ile elde edilen veriler bagimsiz 6rnek T testi metodu kullanilarak istatistiksel
degerlendirme yapilmis ve pubertal donemde seminifer tiibiil capinin ve kapsiil kalinliginin
arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Prepubertal ve pubertal donemde bildircin testislerinin seminifer tiibiil ¢aplari.

Ol¢iim Ortalama  Standart Hata Minimum Maksimum
Sayisi
Prepubertal 60 158,4° 3,7 101,29 234,7
Pubertal 60 294,8° 8,9 176,6 472,2

2P gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (P<0,001).

Cizelge 3.2. Prepubertal ve pubertal donemde bildircin testislerinin kapsiil kalinliklar.

Ol¢iim Ortalama Standart Hata Minimum Maksimum
Sayisi
Prepubertal 60 29,04° 0,98 16,5 49,75
Pubertal 60 37,92 0,76 26 49,51

ab. gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (P<0,001).

3.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Prepubertal bildircin testislerinin immiinohistokimyasal degerlendirilmesi sonucunda

seminifer tiibiillerde klaudin -1 immiinreaktivitesi gézlenmedi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Prepubertal bildircin testisinde klaudin -1 antikorunun immiinohistokimyasal
degerlendirilmesi. A-B-C: klaudin -1  immiinohistokimya boyamasi. D:
Immiinohistokimya negatif kontrol boyamas:. (yildizlar: seminifer tiibiil)

Pubertal bildircin testis kesitlerinde klaudin-1 primer antikoru kullanilarak yapilan
immiinohistokimyasal boyama sonucu, immiinreaktivite seminifer tiibiillerin bazal bolgesinde
gozlendi. Klaudin-1 immiinreaktivitesi Sertoli hiicrelerinde sitoplazmik ve membransel olarak
ayirt edildi. Klaudin -1’in 6zellikle kan-testis bariyerinin olustugu boélgede yer aldigi dikkati
cekti. Negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir immiinreaktivite gozlenmedi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5.A-B-C) Pubertal bildircin testisi klaudin-1 immiinohistokimya boyamasi. D)
Negatif kontrol. (y1ldiz: seminifer tiibiil, ok: Klaudin-1 immiinreaktivitesi)

3.4. Immiinfloresans Isaretleme Bulgular:

Prepubertal bildircin testisinde zonula okludens-1 primer antikor kullanilarak yapilan
immiinfloresan degerlendirilmesi sonucunda seminifer tiibiillerde zonula okludens-1

immiinreaktivitesi gozlenmedi (Sekil 3.6)

Sekil 3.6. Prepubertal bildircin testisinin immiinfloresan gésterimi. A) zonula okludens-1
immiinfloresans boyamasi B) zonula okludens-1 immiinfloresan negatif kontrol (yildiz:
seminifer tiibiil, ok: kan damart).
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Pubertal bildircin testis kesitlerinde zonula okludens-1 primer antikoru kullanilarak
yapilan immiinfloresan boyama sonucu, immiinreaktivite seminifer tiibiillerin bazal yariminda

gozlendi (Sekil 3.7.A, B, C). Isimanin 6zellikle seminifer tiibiillerde Sertoli hiicrelerinde

oldugu dikkati ¢ekti. Negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir immiinreaktivite gézlenmedi

(Sekil 3.7.D).

Sekil 3.7. Pubertal bildircin testisinin immiinfloresan gosterimi. A-B-C) zonula okludens-1
immiinfloresans boyamasi D) zonula okludens-1 immiinfloresan negatif kontrol (yildiz:
seminifer tiibiil, ok: zonula okludens-1 immiinreaktivitesi).



4. TARTISMA

Kanatl testisleri karin boslugu iginde bulunan, viicut sicakliginda fonksiyonunu
gergeklestiren bir bezdir. Testisler neslin devamliligi i¢in gerekli olan en 6nemli unsurlardan
biri olan spermlerin iiretilmesinden sorumludur. Spermler testislerin fonksiyonel birimleri
olan seminifer tiibiillerde tiretilir. Prepubertal donemde seminifer tiibiillerde germ hiicreleri ve
spermatogonyumlar bulunur (Hodges 1974). Spermatogonyumlarin mayoz bolinmeye girdigi
donem olan puberte doneminde bazi degisiklikler gergeklesir. Bu degisikliklerin basinda germ
hiicre ylizeylerinde olusan proteinlerin sentezi gelir. Germ hiicrelerinde iiretilen ylizey
proteinleri immiin sistemin gelismesinden ¢ok sonra ortaya ¢iktigi ig¢in germ hiicre yabanci
olarak algilanip yok edilmek istenir (Fijak ve Meinhardt 2006). Kan-testis bariyerinin
olusumu germ hiicrelerinin farklilagtigi pubertal donem ile ayn1 donemde gergeklesir. Sertoli
hiicreleri arasinda olusan bu bariyer sistemik sirkiilasyondaki antijenlerden spermatojenik
hiicreleri ayr tutarak yok edilmesini dnlemektedir (Mruk ve Cheng 2010).

Korkmaz ve Ozcan (2011) bildircin erkek genital sisteminin yapisi iizerine yaptiklari
caligma ile ergin bildircin testisinin iri yuvarlak sekilli oldugu, epididimislerin varligini ve
kloakaya agilan duktus deferensleri gozlemislerdir. Ayrica seminifer tiibiillerde Sertoli
hiicrelerini ve spermatojenik hiicreleri ayirt etmislerdir. Bu hiicrelerin liimene dogru uzanan
siitunlar seklinde oldugunu gdstermislerdir. Intersitisyel alanda iki tip leydig hiicresinin
bulundugunu ayirt etmislerdir (Korkmaz ve Ozcan 2011). Iczkowski ve ark (1991) tavsan
testisi iizerine morfometrik analizler gerceklestirmislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alismada seminifer
tiibilil ¢aplarin1 degerlendirip prepubertal donem ile pubertal donem arasindaki farkliliklart
izlediklerinde seminifer tiibiil ¢apinin arttigini belirtmiglerdir (Iczkowski ve ark 1991). Bu
calisgmada 70 giinlik donemdeki bildircinlarin testislerinin tiibiil ¢aplarmin 30 giinliik

bildircinlarinkine gore dnemli oranda ytiksek oldugu gozlenmistir.

Horozlarda kan-testis bariyerinin belirlenmesi ile ilgili olarak Bergmann ve
Schindelmeiser (1987) yaptiklar1 calismada puberta Oncesinde islevsel bir bariyerin
bulunmadigini fakat puberte ile islevsel bir bariyerin olustugunu gézlemislerdir (Bergmann ve
Schindelmeiser 1987). Osman ve ark (1980) matur horozlarda yaptig1 c¢alismada Sertoli
hiicreleri arasinda spermatogonyumlarin bulundugu bélgenin {ist kisminda tight junction
baglantilarinin bulundugunu gostermislerdir. Boyar madde enjeksiyonu gergeklestirilen
testislerde bu maddenin kan-testis bariyerinin 6tesine gegmedigini gostermislerdir (Osman ve

ark 1980). Bu galismada kan-testis bariyerinin varliginin gostergelerinden olan klaudin-1 ve
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zonula okludens-1 proteinlerinin varligi, dolayisi ile prepubertal donemde gelismemis olan

kan-testis bariyerinin pubertal donemde gelismis oldugu ortaya konmustur.

Tight juntion integral membran proteini olan klaudin-1 farkli epitellerde bariyer
fonksiyonun diizenlenmesinde olduk¢a Onemlidir. Fruse ve ark (2002) klaudin-1 yetersiz
fareler ile yaptigi calisma sonucunda dogumdan kisa siire sonra epidermal bariyerin
bozulmasindan dolayi farelerin 6ldiiglinii gozlemislerdir (Furuse ve ark 2002). Gilio ve ark.
(2013)’'nin ~ fare  testisi  lzerine  yaptiklar1  ¢alismada  Kklaudin-1  proteininin
immiinohistokimyasal boyamasini gergeklestirmisler. Calismanin kontrol grubunda yetiskin
fare testislerinin seminifer tiibiillerinde klaudin-1’in bazal kompartmanda koyu kahverengi
olarak immiinreaktivite gosterdigini buna ek olarak klaudin-1’in premiyotik hiicrelerde de
bulundugunu belirtmislerdir (Gilio ve ark 2013). Park ve ark (2011)’nin immatiir ve yetiskin
stiliin testisi tizerine yaptiklart ¢alismada PCR ve western blot uygulamalarmin tersine
immiinohistokimyasal degerlendirmede immatir (3 ve 6 hafta) siiliinlerde zayif
immunreaktivite gozlediklerini; matiir (50 hafta) siiliinlerde klaudin-1’in komsu Sertoli
hiicreleri arasinda, Sertoli hiicre ve gonositler arasinda, Sertoli hiicresinin bazal laminaya
komsu oldugu bazal membranda giiglii reaktivite gosterdigini gézlemislerdir (Park ve ark
2011). Bu calismada klaudin-1’in immiinhistokimyasal boyamasi ile pubertal bildircin
testislerinde immiinreaktivitenin bazal kompartmanda Sertoli hiicreleri arasinda oldugu
gozlendi. Sertoli hiicrelerinde klaudin-1 immiinreaktivitesi sitoplazmik ve membransel olarak
ayirt edildi. Klaudin-1 seminifer tiibiilin bazale yakin bolgesinde ozellikle kan-testis
bariyerinin olustugu bolgede immiinreaktivite gosterdigi gozlenmistir. Klaudin-1 kan-testis
bariyerinde yer alan 6nemli bir proteindir ve birgok ¢aligma (Osman ve ark 1980, Bergmann
ve Schindelmeiser 1987, Karateke 2013) ile prepubertal donemde kan-testis bariyerinin heniiz
olusmamis oldugu pubertal donemle birlikte bu bariyerin varligina rastlandigi gosterilmistir.
Bu calismada prepubertal donemde klaudin-1 immiinreaktivitesi testiste goézlenmemistir.
Bunun prepubertal déonemde heniiz kan-testis bariyerinin olugsmamasindan kaynaklandigi
distiniilmistiir. Pubertal dénem bildircin testisinde Sertoli hiicreleri arasinda kan-testis
bariyerinin olustugu bolgede klaudin-1 immiinreaktivitesinin gézlenmesi klaudin-1 proteinin

bu bariyerde yer aldigini ve bariyerin bu donemde olustugunu diistindiirmiistiir.

Zonula okludens proteinleri tight junction bolgesinde integral membran proteinlerinin
membran alti aktin filamanlarina baglanmasini saglayarak Sertoli hiicreleri arasinda
biitiinliigiin korunmasinda rol alir (Bauer ve ark 2010). Gilula ve ark (1976) memeli testisi
lizerine yaptigt calismada immatur memeli testisinde tight junctionlarin bulunmadigini
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bildirmislerdir (Gilula ve ark 1976). Stevenson ve ark (1986) fare testisinde zonula okludens-
1 proteininin immiinfloresan boyamasini gergeklestirmis ve Sertoli hiicreleri arasinda bazal ve
adluminal bolgenin ayrildigr yerde zonula okludens-1’in 1s1ma gosterdigini belirtmislerdir.
Ayrica seminifer tiibiiller arasinda arteriyollerde de zonula okludens-lisimasi gézlemislerdir
(Stevenson ve ark 1986). Fink ve ark (2006) testis kanseri bulunan hastalardan ve saglikli
kisilerden aldiklari testis dokularina immiinohistokimya boymasi uygulamislardir. Saglikli
bireylerde zonula okludens-1 proteininin immiinreaktivitesinin Sertoli hiicreleri arasinda kan-
testis bariyerinde var oldugunu gostermislerdir. Fakat testis kanseri bulunan bireylerde zonula
okludens-1 immiinreaktivitesinin azaldigin1 ve sitoplazmaya yayildigini belirtmislerdir.
Gergeklestirdikleri western blot analizleri, bu sonucu dogrulamis ayrica lanthanum boyasi ile
saglikli kisilerle kiyaslandiklarinda kan-testis bariyerinin bozuldugunu gérmiislerdir (Fink ve
ark 2006). Byers ve ark (1991) fare testisinde zonula okludens-1 dagilimini incelemisler,
immatiir fare testisinde tight junction kompleksinin mevcut olmadigimi bildirmislerdir. Fakat
matiir fare testisinde zonula okludens-1’in genelde Sertoli hiicre membraninda apikolateral
olarak dagildigini, bazalde bulunmadigini belirtmislerdir (Byers ve ark 1991). Park ve ark
(2011) siiliin testisi tizerine yaptigi ¢alisma ile zonula okludens-1’in immiinfloresan boyamasi
gergeklestirilmis ve zonula okludens-1 immiinreaktivitesini immatiir (3 ve 6 hafta) siiliin
testisinde Sertoli hiicresinde bazal membrana komsu olan kisminda, sitoplazmasinda ve
komsu Sertoli hiicreleri arasinda apikolateral olarak gozlediklerini bildirmislerdir. Buna
ragmen matiir (50 hafta) siiliin testisinde zonula okludens-1 immiinreaktivitesinin seminifer
tiibiil epitelinde azaldig1 ve seminifer epitelin bazalinde gii¢lii immiinreaktivitenin oldugunu
gozlemislerdir (Park ve ark 2011). Bu ¢alismada prepubertal donem bildircin testisinde zonula
okludens-1’in immiinfloresan boyamasi sonucu testiste seminifer tiibiillerde 1s1manin
olmadig1 goriiliirken; pubertal dénemde testiste seminifer tiibiil epitelinde komsu Sertoli
hiicreleri arasinda 1s1manin oldugu goriilmiistiir. Bu sonuca bagli olarak prepubertal donemde
kan-testis bariyerinin olusmadigi ya da olusumunu tamamlamadigi; pubertal donemde kan-
testis bariyerinin olusmasi ile zonula okludens-1 proteinin immiinfloresan olarak goriiniir hale

geldigi diistinlilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu galisma ile prepubertal (30 giin) ve pubertal (70 giin) donem bildircin
testisleri degerlendirilmis, bildircin testisinin genel histolojik gdriiniimlerinin kanatl testisi
histolojisi ile benzer oldugu; ayrica seminifer tiibiil ¢gapinin ve kapsiil kalinligimin prepubertal
donem ile karsilagtirildiginda pubertal donemde arttig1 sonucuna ulasilmistir.

Klaudin-1 ve zonula okludens-1 proteinlerinin sirasi ile immiinohistokimyasal ve
immiinfloresan boyamalar1 sonucu testiste seminifer tiibiil epitelinde prepubertal donemde
aktif bir kan-testis bariyerinin heniiz olusmamasindan kaynakli olarak immiinreaktivite
gostermedigi fakat pubertal donem ile birlikte olusan kan-testis bariyeri ile seminifer epitelin
bazal kisminda immiinreaktivite gosterdigi sonucuna varilmistir.

Sonug olarak elde edilen bu sonuglarin bildircin testisi ve/veya kan-testis bariyeri ile
ilgili yapilacak ¢aligmalarda dikkate alinmasi gerektigi kanaatine varilmistir.
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