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TESEKKUR
“Kedi epididimisinde Toll-benzeri reseptdor proteinlerinin lokalizasyonlar1 ve
ekspresyonlar1” baslikli ve TSA-2014-5190 nolu projeyi destekleyen ERU BAP Koordinasyon

Birimi’ne tesekkiirlerimizi sunariz.



OZET

Toll benzeri reseptorler (TLR) kalip tanima reseptorleri (PRR)’nin bir ailesi olup,
bakteri, viriis, mantar ve parazitlerde bulunan farkli patojenle iligskili molekiiler yapilari
(PAMPS) tanirlar. Epididmis ve vaz deferens (VD) iginde olgunlasan ve tasian
spermiyumlarin mikroorganizmlardan korunmasi iireme fizyolojisi ¢aligmalarinin 6enmli bir
yonli olmasina ragmen, erkek evcil hayvanlarin iireme sisteminde TLR’nin ekspresyonlari
yeterince arastirlmamistir. Bu ¢alismanin amaci, kedi epididim ve VD’sinde TLR
proteinlerinden TLR2, 4, 5 ve 9’un cksprese edilip edilmedigini ve bu reseptorlerin
epididimisin kaput, korpus ve kauda segmentleri ve boliimlerindeki ekspresyon ve
lokalizasyonlarin1 immiinohistokimya (IHC) ve western blot (WB) analizleri ile ortaya
koymaktir. WB analizi epididimisin tiim segmentlerde TLR2, 4, 5 ve 9 proteinlerinin nispeten
esit diizeylerde oldugunu, ancak VD ig¢inde TLR2 ve TLR4 protein diizeylerinin kaput
segmentininkine gore anlaml olglide yiiksek oldugunu gosterdi (p <0.05). Bununla birlikte,
IHC sonuglar1 epididimal kanali ve VD’de bdlge ve hiicreye 6zgii immunboyanmalarin
oldugunu ortaya koydu. Tiim epididimal segmentler ile VD epitelindeki principal hiicrelerin
sitoplazmalar1 TLR4, TLR5 ve TLR9Y i¢in zayif boyanma sergilerken, TLR4 i¢in bu hiicrelerin
sterosilyumlar1 zayif (boliim I, II, and III), negatif (b6lim IV and V) ve kuvvetli (bdliim VI
and VD) boyanmalar gosterdi. TLR2 immunreaksiyonunun prinsipal hiicrelerin supraniiklear
sitoplazma bolgelerinde yerlestigi ve boliim I, IT ve III’de kuvvetli, boliim IVV, V, VI ve
VD’de orta derecede oldugu belirlendi. Bazal hiicreler farkli epididim segmentlerinde ve VD
icinde sadece TLR2 ve TLR9 i¢in yogun immiinreaksiyon gosterdi. Damarlarin endotel ve diiz
kas hiicrelerinde tiim TLR’i icin pozitif reaksiyonlar tespit edildi. Peritiibiiler diiz kas
hiicreleri TLR4 ve TLRO i¢in orta, TLR2 ve TLRS igin zayif immunoreaktivite sergiledi. Tim

TLR’i i¢in immunreaksiyonlar epididimal olgunlagma siirecindeki spermiyumlarin Kuyruk,



proksimal veya distal sitoplazmik damlaciklarinda tespit edildi. Bu sonug¢lar TLR’nin sadece
epididim, VD ve spermium korunmasi agisindan degil, aynm1 zamanda epididimisde
spermiyumlarin dolleme yetenegi ve motilite kazanarak olgunlasmasi ve VD’de tasinmasi ve

depolamasi i¢in 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Toll-benzeri reseptor, epididimis, Vaz deferens, evcil kedi



ABSTRACT

Toll-like receptor (TLRs) family, which is one of the pattern-recognition receptors
(PPRs), recognize different pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) present in
bacteria, viruses, yeasts and parasites. Although protecting maturing and transporting of
spermatozoa in the epididymis and vas deferens from microbial damage is an emerging aspect
of research in reproductive physiology, the study of TLR expression in the reproductive
system of male domestic animals has been poorly investigated. The aim of this study was to
determine if the epididymis and vas deferens of cat express TLR proteins, to characterize
expression and localization patterns for TLR2, 4, 5, and 9 in the vas deferens (VD) and the
caput, corpus and cauda segments and regions of epididymis using immunohistochemistry and
western blotting. Immunoblot analysis revealed relatively equal levels of protein for TLRs 2,
4,5, and 9 in all segments of the epididymis, but the protein levels of TLR2 and TLR4 in the
VD was significantly higher than that of the caput segment (P<0.05). However,
immunostainings showed region- and cell-specific localization in the epididymal duct and
VD. The cytoplasm of principal cells of the all epididymal segments and VD displayed weak
immunostaining for TLR4, 5 and 9, while immunostaining for TLR4 in their sterocilia was
weak (regions 1, II, and IlIl), negative (regions IV and V) and intense (region VI and VD).
Immunostaining for TLR2 protein expression was localized in the supranuclear cytoplasm of
principal cells and was intense (regions I, I1, and 111) and moderate (regions IV, V VI and VD).
Basal cells showed intense immunostaining for TLR2 and TLR9 in different epididymal
segments and VD. Intense immunostaining for all TLRs was found respectively in the
endothelium and smooth muscle cells of blood vessels. The peritubular smooth muscle cells
displayed moderate (for TLR2 and TLR5) and weak (for TLR4 and TLR9) immunoreactivity.

TLRs were detected on the tail, proximal or cytoplasmic droplets of spermatozoa during



epididymal maturation. These results suggest that TLRs might be of importance not only for
the protection of the epididymis, VD and spermium, but also for maturation in sperm motility
and fertility in the epidididymis and for sperm transport and storage in the VD.

Key words: Toll-like receptor, epididymis, vas deferens, domestic cat



1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM

Epididimis testisde iiretilmis olan spermatozoonlarin transportu, olgunlagmasi ve
depolanmasindan sorumlu androjen bagimli bir tubuler organdir (Orgebin-crist, 1967; Robaire
et al. 2006). Testis ve vas deferens arasindaki baglantiy1 saglayan epididimisin duvar yapisi
yalanc1 ¢ok katli prizmatik epitel ile bunu kusatan tek kath sirkiiler seyirli diiz kas
hiicrelerinden olusur. Epididimisi 6rten epitel prinsipal, apikal, bazal hiicreler vs gibi farkli
hiicre tiplerini icerir. Bu hiicre tiplerinin morfoloji ve miktarlarindaki farkliliklar epididimisin
yapisal olarak farkli bolgelere (kaput, korpus ve kauda) ayrilmasina neden olur (Robaire et al.
2006) ve bu hiicreler epididmis fonksiyonunda énemli rol oynarlar. ik olarak, epitel hiicreleri
spermatozoonlarin transportunda epididmisin spontan kontraksiyonlar1 i¢in gereklidirler
(Mewe et al. 2006). Ikinci olarak epitelin emilim, sekresyon, sentez ve metabolik
fonksiyonlar1 spermatazoonun hareket ve fertilizasyon kapasitesi kazanimi i¢in uygun bir
luminal ortam olusturur (Hinton and Palladino, 1995; Turner, 1991). Epitel hiicrelerinin
iclincli ve en Onemli fonksiyonu patojenleri inaktive etmek ve uzaklastirmak ve bdylece
patojen invazyonundan epididimisi koruyarak epididimitisi onlemektir.

Diger organ ve sistemlerdeki epitel hiicrelerine benzer olarak epididimisi 6rten epitel
hiicrelerinin de defensin, musin, katyonik antimikrobiyel protein 18, lipopolisakkarid
baglayan protein ve sperm antijen 11 gibi ¢esitli antimikrobiyal peptid ve proteinleri eksprese
ettikleri ve salgiladiklar1 bilinmektedir. Bu efektor molekiiller antimikrobiyal aktivasyon
aracilifiyla isgalci patojenlere kars1 spermatozoonlar1 koruyarak konak savunmasinda énemli
rol oynamaktadirlar (Hall et al. 2002; Russo et al. 2006; Com et al. 2003; Yamaguchi et al.
2002; Yenugu, et al. 2004; Malm et al. 2000).

Epididimisin hem idiyopatik ve hem de non-infeksiy6z nedenlerle inflamasyona agik
bir organ oldugu bilinmektedir. Erkek iireme organlarinin ve spermatozoonlarin testisde

tiretilme asamalarinda ve takiben epididimisde olgunlagma, tasinma ve depolanma



siireclerinde mikrobiyel ajanlara kars1 korunmasi erkek iireme fizyolojisi agisisindan oldukga
onemlidir (Haidl et al., 2008; Tracy et al., 2008). Chlamydia trachomatis (Zdrodowska-
Stefanow et al., 2000) ve Escherichia coli (Kang et al., 2006) infeksiyonlar1 testiste
inflamasyon ve epididimal kanallarin tikanmasina neden olan akut ve kronik epididimitis
olustururlar. Epididimitis olusturan diger patojenler arasinda Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae,
Brucella mellitensis, Mycoplasma tiirleri ve Ureaplasma urealyticum ve c¢ok sayida virus
sayilabilir (Tracy et al., 2008; Luzzi and O’Brien, 2001; Hagley, 2003; Navarro-Martinez et
al., 2001). Epididimisin yangis1 olarak tanimlanan epididimitis, epitelin rejeneratif yeteneginin
bulunmamasindan 6tiirii bozulmus fertilite ve kalici steriliteye neden olabilir (Dohle et al.,
2005). Bilindigi iizere yangi (inflamasyon) dokunun her tiirlii canli, cansiz yabanci etkene
veya icsel/digsal doku hasarma verdigi selliiler (hiicresel), humoral (sivisal) ve vaskiiler
(damarsal) bir seri biyolojik yanit1 i¢ine alir. Yangida ilk olarak konakg¢min infeksiyonun
yayilmasini sinirlamasi ve hizli bir cevap olusturmasi gerekir ki, bu invaze olan patojenlerin
taninmasi ile saglanir. Potansiyel patojenik mikroorganizmalarin taninmasi, Toll-benzeri
reseptorleri (TLR) de igine alan patojenleri taniyan reseptdrler (PRR) olarak bilinen hiicresel
reseptorler sinifinin 6nemli bir fonksiyonudur. TLR Interleukin 1 receptor (IL-1R) siiper
ailesinin bir {iyesi olup, dogustan gelen bagisiklikta sensorler olarak dnemli rol oynayan bir
protein sinifidirlar (Medzhitov, 2001). TLR nétrofiller, makrofajlar, lenfositler, dentritik
hiicreler, dermal endotel hiicreleri, mast hiicreleri ve mukoza epitel hiicrelerini i¢ine alan
konak¢1 savunmasinda birincil fonksiyona sahip olan hiicrelerde bulunurlar (Muzio et al.
2000; Underhill 2003). Bu hiicreler endotoksin, peptidoglikan, flagellin ve lipopolisakkarit
gibi bakteriyal komponentleri TLR araciligiyla tanirlar. (Underhill and Ozinsky, 2002;
Takeda, et al. 2003). TLR’in fonksiyonu mikroorganizmalarin varliginda immun sistemi

uyarmak, immun sistem hiicrelerinin antimikrobiyal 6ldiirme mekanizmalarini ve antijen
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sunma kapasitelerini artirmaktir. TLR ailesinin farkli iiyeleri aktive edilen hiicre tipine bagl
olarak tiimor nekrozis faktor-o (Tumor Necrosis Factor-o, TNF-a) ve IL’leri (IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12) igeren sitokinleri, semokinler ve effektdr molekiiller (CD80, CD86 ve CD40) gibi
cesitli yangi oncesi molekiillerin iiretimine neden olarak dogal ve adaptif immun sistem
arasinda bag kurar (Schaefer et al., 2004). TLR ekspresyonu sadece bu hiicre tipleri ile sinirh
degildir; adrenal bez, testis, timus, karaciger, dalak gibi organlarin yani sira, gastrointestinal
sistem, trakeya ve akciger gibi dis ortamlarla iligkili olan dokularda da yiiksek miktarlarda
ekspresedirler (Zarember and Godowski, 2002). Epididimisde de ¢esitli TLR ‘nin ekprese
edildikleri ve TLR’nin epididimal kanalda spermatozonlarin korunmasinda 6nemli rol
oynadiklar1 bilinmektedir (Palladino et al., 2008; Palladino et al., 2007; Zhao et al., 2008;
Zhang et al., 2012; Anastasiadou et al., 2013). Ancak bugiine kadar sinirli sayida ¢alisma
yapilmis olup bu ¢alismalarda da hayvan modeli olarak sican (Palladino et al., 2008; Palladino
et al., 2007; Zhao et al., 2008) ve horoz (Anastasiadou et al., 2011; Zhang et al., 2012;
Anastasiadou et al., 2013) kullanilmistir. Insanlarin epididimisinde TLR ekspresyonunu
gosteren sadece bir ¢caligma bulunmaktadir (Saeidi et al., 2013). Kedileri de igine alan evcil
memelilerin epididimislerinde TLR ekspresyon ve lokalizasyonunu gdsteren ve epididimisin
immiinolojisine iliskin herhangi bir veri bulunmamaktadir.

Morfolojik olarak kaput, korpus ve kauda boliimlerine ayrilan epididimisin hayvan
tirlerine gore farkliliklar gosteren ve bagdoku bolmeleriyle de sinirlanan intraregional
segmentlere de ayrildigi ve bu segmentlerin her birinin farkli gen ekspresyon ornekleri
sergiledikleri bilinmektedir (Turner et al., 2003; Jelinsky et al., 2007). Hiicre ve region
spesifik gen ekspresyonu epididimal hiicreler tarafindan salgilanan luminal sivinin transportu,
salgilanmasi ve emilimini etkiledigi kadar, epididimis boyunca spermiyumun olgunlasmasi ve
korunmasimi saglayan bu luminal sivinin bilesiminde de Onemli degisikliklere neden

olmaktadir (Turner, 1991; Cornwall and Hann, 1995; Dacheux et al., 2003; Shum et al.,
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2009). Kedilerde epididimisi olusturan duktus epididimisin yapisal Ozelliklerine gore 6
boliime (regiyon) ayrildig1r ve her bir boliimiin ayn1 zamanda farkli fonksiyonlar iistlendigi
ortaya konmustur. Kedi epididimisinde bolim I ve IV lumenden sivi emilimi ile
spermatozoon olgunlasmasinda aktif rol iistlenirken, bolim V ve VI’nin spermatozoonlarin
depolanmasindan sorumlu oldugu gosterilmistir (Axnér et al., 1999; Axner, 2006).
Calismamizin hipotezi kedi epididimisinde yapisal ve fonksiyonel agidan farkli olan
epididimis boliimlerinde dogal bagisikligin 6nemli sensor molekiilleri olan TLR’nin farkli
ekspresyon ve lokalizasyon drnekleri sergileyebilecegidir. Buradan yola cikilarak hazirlanan
bu ¢aligmanin amaci saglikli kedilerin epididimislerinde TLR’lerinden TLR2, TLR4, TLRS ve
TLR9’un lokalizasyonlar1 ile ekspresyonlarinda epididimis boliimlerine bagli olasi
farkliliklarin belirlenerek spermin korunmasinda hangi TLR proteininin daha etkin oldugunu
ortaya koymak ve bu baglamda kedi epididimisinin immiinofizyolojik profiline 151k tutacak

veriler elde etmektir.
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2. GENEL BILGILER

TLR’leri farkli patojenlere karsi dogal immun yanit1 baslatan anahtar molekiillerdir
(Pandey and Agrawal, 2006). Bu reseptorler ayrica infeksiyona karsi kazanilmis immun yaniti
da diizenlerler (Pasare and Medzhitov, 2004). Toll-like reseptorler (TLR) bakteriyal, fungal ve
viral patojenler tarafindan iiretilen PAMP’lar1 tanmima yeteneginde olan transmembran
proteinlerdir. TLR’in fonksiyonu mikroorganizmalarin varlifinda immun sistemi uyarmak,
immun sistem hiicrelerinin antimikrobiyal o6ldiirme mekanizmalarin1 ve antijen sunma
kapasitelerini artirmaktir (Takeda et al. 2003; Takeda and Akira, 2005).

TLR, IL-1R siiper ailesinin bir {iyesi olup amino asit siralarinda benzerlikler ve
intraselliiler sinyallerine gore bes alt aileye ayrilir: TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 ve TLR9’dur.
TLR2 alt ailesi TLR1, TLR2, TLR6 ve TLR10’dan olusur. TLR9 alt ailesi ise TLR7, TLRS8 ve
TLR9’dan olugmaktadir (Armant and Fenton, 2002). TLR ailesinin farkli {iyeleri aktive edilen
hiicre tipine bagli olarak, tiimor nekrozis faktér-a (Tumor Necrosis Factor-a , TNF-a) ve
interloykinleri (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) iceren sitokinler, semokinler ve effektér molekiiller
(CD80, CD86 ve CD40) gibi cesitli proinflamatuvar molekiillerin {iretimine neden olarak
dogal ve adaptif immun sistem arasinda bag kurarlar (Werling and Jungi 2003; Pasare and
Medzhitov, 2004).

Insanlarda 11 adet TLR tipi tammlanmistir ve bu reseptdrler koyun harig fare, tavuk,
domuz, sigir, kedi ve kopek gibi gesitli tiirlerde klonlanmistir. TLR1-9 fare ve insanda
homolog oldugu halde, insan genomu TLR10’a sahiptir, fakat TLR11, 12 ve 13 bulunmaz.
Oysa fare genomu TLR11, 12 ve 13’e sahiptir, ancak TLR10 i¢cermez (Armant and Fenton,
2002). Bakteriyal ve diger mikrobiyal hiicre duvari komponentlerini taniyan TLR1, 2, 4, 5 ve
6 ve 10 hiicre yiizeyinde bulunurken, bakteri ve viruslarin niikleotid komponentlerini taniyan
TLR3, 7, 8 ve 9 sitoplazmik organellerde 6zellikle de endozomlarda intraselliiler olarak

bulunur (Dunne and O’neill 2005). TLR nétrofiller, makrofajlar, lenfositler, dentritik hiicreler,
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dermal endotel hiicreleri, mast hiicreleri ve mukoza epitel hiicrelerini i¢ine alan konake1
savunmasinda birincil fonksiyona sahip olan hiicrelerde bulunurlar (Muzio et al. 2000;
Underhill 2003). Bu hiicreler endotoksin, peptidoglikan, flagellin ve lipopolisakkarit gibi
bakteriyal komponentleri TLR araciligiyla tanirlar. (Underhill and Ozinsky, 2002; Takeda, et
al. 2003). TLR ekspresyonu sadece bu hiicre tipleri ile sinirli degildir; adrenal bez, testis,
timus, karaciger, dalak gibi organlarin yanisira gastrointestinal sistem, trakeya ve akciger gibi
dis ortamlarla iligkili olan dokularda da yiiksek miktarlarda ekspresedirler (Zarember and
Godowski, 2002).

TLR1 84 kDa molekiiler agirliginda olup makrofajlar, dendritik hiicreler, polimorf
niiklear 16kositler, NK hiicreler, B- ve T-lenfositler gibi hiicreler ile 6zellikle monositlerde
eksprese olurlar. Doku olarak ise; bobrek, akciger ve dalakta eksprese edilir. TLR1 seviyesi,
Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerle temastan etkilenmez. Canli ortam disinda hem
monositler hem de graniilositler, Gram-negatif bakterilere maruz kalindiginda TLR1
ekspresyonuna zit yonde etki yapar (Zarember and Godowski, 2002). TLR1, TLR2 ile
heterodimer olusturur. TLR heterodimerizasyonun onemi tam olarak anlasilmazken, TLR1
gibi bazi1 TLR, TLR2’nin PAMP’a kars1 duyarliligin1 ve spesifitesini artirdigr diisiiniiliir.
Ancak TLR2’nin bir homodimer olarak sinyal vermeyip bu fonksiyon i¢in TLR1’e gerek
duyduguna dair kanitlar da vardir. TLR1 ayn1 zamanda TLR4 ile de heterodimer olusturur.
Fakat TLR4’lin fonsiyonunu artirmaz tam tersine aktivitesini inhibe eder (Wyllie et al. 2000).

TLR’inden TLR2 mRNA ekspresyonu, beyin, akciger, kas, kalp ve dalak gibi
dokularda gozlenirken en ¢ok da periferal kan 16kositlerinde 6zellikle de myelomonositik
orijinli olanlarinda incelenmistir. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere maruz
kalindiginda TLR2 mRNA ekspresyonu artar (Zarember and Godowski, 2002). TLR2, TLR1
ve TLR6 ile birlikte ve daha nadir olarak da TLR10 ile (Barton and Medzhitov 2002)

heterodimerler olusturur. Gram-pozitif bakteriler (PGN, LTA, lipoprotein), Gram-negatif
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bakteriler (lipoprotein), mantarlar (zymosan) sentetik lipoprotein, mikobakteriler [LAM
(lipidden zengin mikobakteriyal hiicre duvarinin major bir immunstimulatér komponentidir)],
spiroketlere ait lipopolisakkarid (LPS), glikolipid ve glikoprotein gibi patojenle iliskili
molekiiler yapilar1 tanir. TLR2/TLR6 heterodimeri LTA, TLR2/TLR1 heterodimeri
bakterilerin hiicre duvarinin triagil lipoprotein/peptidlerini, TLR1/TLR6 ise mikoplazmanin
diacil lipoproteinlerin taninmasindan sorumludur (Takeda et al. 2002). TLR2 vasitasiyla
bakteriyal lipoproteinler pro-inflamatuvar sitokin IL-1B prekiirsoriiniin sentezini indiikler.
Bakteriyal lipoproteinler ayn1 zamanda TLR2 yoluyla kaspaz 1’1 aktive ederek IL-1B
sekresyonuna ve proteolizisine neden olur (Aliprantis et al. 2000). 84 kDa molekiiler
agirhiginda olan TLR2, ayn1 zamanda kizamik virusu, insan sitomegalivirus, hepatit C virusu
gibi viruslar1 da tanima yetenegine sahiptir (Barton and Medzhitov, 2002).

TLR3 plasenta ve pankreas gibi dokularda yiiksek miktarlarda, daha az oranda da
farenin akciger, beyin ve bobrek dokularinda eksprese edilmis olup 97 kDa molekiiler
agirhigindadir (Rock et al., 1998). TLR3 ayrica epitel, graniilosit, monosit, T- ve B-
hiicrelerinde de eksprese edilmektedir. TLR3 mRNA ekspresyonu Gram-negatif bakterilere
maruz kalindiginda artarken, Gram-pozitif bakterilerle temasta da belli bir miktar artar. Canli
disinda TLR3 mRNA ekspresyonu, Gram-negatif bakterilere maruz kalindiginda hem
monositlerde hem de graniilositlerde artmaktadir (Zarember and Godowski, 2002). TLR3
homodimer formda bulunur, viral veya hiicresel orijinli ¢ift sarmalli RNA (dsRNA)
molekiiliinii tanir (Alexopoulou et al., 2001). Genellikle TLR’i hiicre yilizeyinde eksprese
edilmesine karsin viral yasam siklusunun bir iiriinii olan dsRNA gibi internal PAMP’a duyarli
TLR3, hiicre i¢inde bazen de lizozomal kisimda yer alabilir (Zhang et al., 2002). TLR3 sinyal
yolagimin dsRNA ile uyarilmasi sonucunda NF-kB ve interferon regulator faktér 3 gibi
transkripsiyon faktorleri aktif hale gecer ve bunun sonucunda yangi Oncesi ve antiviral

sitokinler salgilanir (Alexopoulou et al., 2001). TLR3, miyeloid farklilasma faktor 88’e
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(Myeloid Differantation Factor 88, MyDS88) bagli olmadan fonksiyonunu siirdiiriir ve
cekirdege sinyal gondermek icin sadece adaptor TIR domaini igeren adaptor indiikleyici
interferona (Toll Interleukin-1 Receptor Containing Adapter Inductive Interferon, TRIF)
ihtiya¢ duyar. Ayn1 zamanda fare Sitomegolovirus, Reovirus ve influenza virusun neden
oldugu infeksiyonlarda gérev almaktadir (Sen and Sarkar 2005).

Memelilerde TLR ailesinin ilk tespit edilen iiyesi olan TLR4’iin, LPS’e baglanmasi
iizerine pro-inflamatuvar NF-kB yolagini baslattig1 gosterilmistir. In vivo TLR4 mRNA, en
yiiksek seviyede dalakta ve periferal kan lokositlerinde (B-lenfositler, dendritik hiicreler,
monositler, makrofajlar, granulositler ve T-lenfositler) eksprese edilmektedir (Medzhitov et
al. 1997). Diger calismalar ise TLR4’lin sadece myelomonositik hiicrelerde eksprese
edildigini ve en yliksek miktarda da mononiiklear hiicrelerde bulundugunu ileri siirmektedir
(Zarember and Godowski 2002). TLR5 ile TLR4 kompleksi respiratorik sinsityal virus,
hepatit C virusu ve fare meme tiimor virusu gibi viruslari; fibrinojen, fibronektin, surfaktan
protein A ve B-defensinler gibi endojen ligandlar1 da tanima kapasitesine sahiptir (Barton and
Medzhitov, 2002). 90 kDa molekiiler agirliginda olan TLR4, yangisal bolgelerde iiretilen
fibronektinin bir bagka bi¢imidir. Bazt TLR dogal immun ligandlarina direkt baglanirken,
TLR4 gibi reseptorler bu islem igin yardimer molekiillere ihtiya¢ duyarlar. TLR4, sadece
ikinci bir polipeptid olan MD-2 varhiginda LPS’lere cevap verir. Bu molekiil TLR4’iin
ekstraselliiler domainine baglanir ve LPS’in lipid iceren bolgesine TLR4’iin baglanmasini
saglar. Biitiin bakterilerde bulunmayan LPS formlarma cevap ikinci bir yardimci molekiil
varliginda artar. CD14 olarak adlandirilan bu molekiil monosit, makrofaj ve nétrofiller
tarafindan eksprese edilen bir membran proteinidir. CD14 molekiiliiniin gorevi LPS-baglayan
protein (Lipopolysaccaride Binding Protein, LBP) olarak adlandirilan bir serum lipid transfer
proteinden LPS’i kabul eder. Lipidlerin ¢ogunda oldugu gibi LPS de ¢ok kiiclik miktarlarda

hiicrelerden salgilanir. Dogal immun sistem hiicreleri tarafindan LPS’in taninmasinda bu
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nedenle LPS monomerlerinin ekstraksiyonunu saglayan bir mekanizmaya ihtiya¢ duyulur. Bu
durum lipid baglayan alanlarinda bulunan diger lipidlerden LPS monomerlerini ayiran LBP’in
gorevidir ve daha sonra bu protein LPS monomerlerinin CD14’e transfer edildigi hiicrelere
tasir. CD14 de bu monomerleri TLR4-MD2 komplesine sunar. CD14’iin genetik olarak
bulunmamasi veya monoklonal antikorlar tarafindan fonksiyonunun engellenmesi, LPS’e
karst makrofajlarin ve notrofillerin duyarliligini azaltir. Buna ragmen bazi bakterilerde
bulunan LPS’ye kars1 hala bir cevap olusabilir. CD14, Mycobacterium tuberculosis’in LAM
ve Gram-pozitif bakterilerin LTA gibi diger bakteriyel hiicre duvari bilesenlerine de cevap
gelistirebilir (Shimazu et al. 1999, Gluck et al. 2001).

TLR4’lin subselliiler lokalizasyonu makrofajlarda ve intestinal epitel hiicrelerinde
farklidir. Makrofajlarda TLR4, hiicre yiizeyinde eksprese edilirken liganda baglanmasini
takiben internal pozisyona geger. Buna karsin epitel hiicrelerinde Golgi aygitinin yaninda
bulunur (Hornef et al. 2002).

Ovaryum, prostat ve periferal kan 16kositlerinde, en yiiksek seviyede de monositlerde
eksprese edilen (Rock et al. 1998) TLR5 mRNA ekspresyonu, hem Gram-negatif hem de
Gram-pozitif bakterilere maruz kalindiginda artar. TLR5, 91 kDa molekiiler agirhginda
homodimer formda bulunmakla birlikte TLR4 ile heterodimer de olusturabilir ve flagellali
bakterilerin flagellin proteinini tanir (Hayashi et al. 2001; Andersen-Nissen et al. 2005).
TLR5’in flagellin ile baglanmasi sonucu TNF-a gibi inflamatuvar sinyal olusur. In vitro
yapilan ¢aligmalar TLRS5’in Gram-negatif bakterileri tanimada epitel hiicrelerinin major bir
sensorii oldugunu, intestinal ve korneal epitel hiicrelerinde NF-kB ve proinflamatuvar gen
aktivasyonuna Onciiliik eden anahtar sinyal yolaklarini aktive ettifini ortaya c¢ikarmustir.
TLR2, TLR4 ve TLR6 bir¢ok farkli mikrobiyal ajana cevap verebilirken, TLRS ve TLR9 tek

bir yapiyi spesifik olarak taniyan reseptorlerdir (Underhill and Ozinsky, 2002).
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In vivo TLR6 timus, dalak ve akcigerde 6zellikle de B-lenfositler ve monositlerde
eksprese edilmektedir. TLR6 91 kDa molekiiler agirhiginda olup TLR2 ile heterodimer
olusturur. TLR1 gibi TLR6 da TLR2’nin PAMP molekiiline karsi duyarliliim1 ve
spesifitesini artirir. Ayn1 zamanda heterodimerizasyon yoluyla sinyal verme kapasitesine de
katkida bulunur (Zhang et al., 2002). TLR6, Mikoplazma tiirevli lipoproteinleri ve
peptidoglikanlar tanir (Takeuchi et al. 2002).

TLR7 insanlarda, memeli hayvanlarda ve kanatl tiirlerinde antiviral immun yanitin
baslatilmasinda énemli bir rol oynayan immun bir gendir. In vivo TLR7 mRNA kalp, kemik
iligi, akciger, plasenta, dalak, lenf diiglimii ve tonsil gibi organlarda eksprese edilmesine
karsin en yiiksek diizeyde monosit, B-lenfosit ve dendritik hiicrelerde eksprese edilir. 121 kDa
molekiiler agirliginda olan TLR7’nin ekspresyonu in vitro ortamda Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakterilere maruz kalindiginda monositler ve graniilositlerde artar (Zarember and
Godowski, 2002). TLR3 gibi TLR7 de intraselliiler olarak lokalize olmustur. Dogal ligandlar
hala bilinmemesine karsin, TLR7 imidazoquinolin olarak adlandirilan bir grup kiigiik sentetik
antiviral bilesiklere (Hemmi et al. 2002), tek sarmalli RNA’ya (Lund et al., 2004) ve sentetik
niikleotid tiirevlerine (Hemmi et al. 2002; Heil et al., 2004) baglanir. Anti-viral ve anti-timor
ozelliklere sahip olan imiquimod ve R-848 gibi imidazoquinolin bilesikleri diigiik molekiiler
agirlikta olup, gesitli hiicrelerde IFN-a, IL-12 ve diger sitokinlerin sentezini uyarirlar (Hemmi
et al. 2002). TLR7 influenza virus ve vezikular stomatitis virusu gibi tek sarmalli RNA
viruslarinin neden oldugu enfeksiyonlar tarafindan aktive edilir. Viral niikleik asitler
tarafindan TLR7’nin stimulasyonu, tip 1 IFN cevabina, biiyiikk miktarlarda IFN-a
salgilanmasina ve inflamatuvar sitokinlerin (IFN-f, IL-6, IL-12, TNF-a) iiretimine neden olur
(Philbin et al. 2005). TLR7 tarafindan niikleik asitlerin taninmasini takiben MyD88 olarak
adlandirilan ve TIR- i¢eren adaptoriin toplanmasina yol agar. MyD88, IL-1 reseptor iligkili

kinaz (Interleukin-1 Receptor Associated Kinase, IRAK) ailesinin iiyeleri (IRAK1 ve IRAK4)
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ve doniistiiriicii bliylime faktér kinazin (Transforming Growth Factor Kinase, TAKI1)
aktivasyonunu baglatan tiimor nekrozis faktor (TNF)—iliskili faktér 6 (Tumor Necrosis Factor
Receptor Associated Factor, TRAF6) ile bir kompleks olusturur ve bu durumda NF-xB’nin
aktivasyonu ile sonuglanir. TLR7’nin loxoribine ve broprimine gibi diger sentetik
kimyasallar1 da tanidig1 gosterilmistir (Akira, 2003).

TLR8 120 kDa molekiiler agirliginda olup TLR7 ve TLR9Y ile yakindan iligkilidir.
TLR8 mRNA akciger, dalak, plasenta, lenf diiglimii, kemik iligi ve periferal kan 16kositlerinde
en ¢ok da monositlerde eksprese edilir. In vitro ortamda Gram-negatif bakterilerle temasa
gelindiginde monosit TLR8 ekspresyonu artarken, graniilosit TLR8 ekspresyonu azalir
(Zarember and Godowski, 2002). TLRS intraselliiler olarak lokalize olmustur ve TLR7 gibi
dogal ligandlar1 bilinmemesine ragmen imidazoquinolinlere (Li and Qin, 2005), tek sarmalli
RNA’ya (Lund et al., 2004) ve sentetik niikleotid tiirevlerine (Hemmi et al., 2002; Heil et al.
2004) baglanir ve sitokin salinimina neden olur.

TLRY 116 kDa molekiiler agirliginda olup, TLR7 ve TLRS ile yakindan iliskilidir. In
vivo TLR9 mRNA dalak, iskelet kasi, lenf diigiimii, kemik iligi ve periferal kan
16kositlerinde, o6zellikle de B-lenfositler ve dendritik hiicrelerde ekspresedir (Chuang and
Ulevitch, 2000). TLR9 homodimer formda bulunur; bakteriyal ve bazi viral niikleik asitlerde
bulunan non-metilli deoksisitidil-fosfat-deoksiguanozin (CpG) diniikleotidleri tanir (Hemmi
et al. 2000). Metillenmemis DNA’y1 iceren PAMP’larin bulundugu lizozomik ve endositik
kompartimanlarda intraselliiler olarak bulunur. Diger TLR’i hiicre ylizeyinde eksprese
edilmesine karsin, TLR9 (TLR3, TLR7 ve TLRS dahil) bir intraselliiler reseptordiir.

TLR10 95 kDa molekiiler agirliginda olup, TLR1 ile TLR6’nin homologudur ve
farelerde sadece psdydogen olarak bulunmasina ragmen ¢ogunlukla immun sistem ile iligkili
dokularda (dalak, lenf diiglimii, timus, tonsil) (Beutler and Rehli, 2002) ve 6zellikle de B-

lenfositlerde (Zarember and Godowski, 2002) eksprese olur. TLR10 ligandlar1 ve iligkilerine
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dair ¢cok az sey bilinmesine karsin TLR1 ve TLR6 gibi, TLR2 ile heterodimer olusturdugu ve
benzer PAMP’a kars1 duyarli oldugu ileri siiriilmektedir (Wyllie et al. 2000).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar farelerde bulunan TLR11’in protozoon bir parazit
olan Toxoplazma gondii’deki profilin benzeri proteine ve iiropatojenik Escherichia coli’ye
baglandigini, insanlarda ise TLR11’in psdydogen olarak bulundugunu gostermistir. Bu
profilin benzeri protein TLR11 vasitasiyla fareye ait dendritik hiicreleri aktive ederek 1L-12
iretimini baglatir. Aym1 zamanda in vivo ortamda parazitin indiikledigi IL-12 iiretimi ve
paraziter enfeksiyona direng i¢in TLR11’e ihtiya¢ duyulur (Yarovinsky et al., 2005; Zhang et
al., 2004).

TLR12 yiiksek oranda karaciger, sidik kesesi ve bobrekte zayif olarak da dalakta
eksprese edilmistir. TLR12 de iiropatojenik bakteriler tarafindan olusturulan enfeksiyonlara
yanit vermede gorevlidir (Takeda and Akira, 2005).

TLR13 faredeki TIR domaine homolog olarak identifiye edilmistir. TLR13’iin TLR3
ile yakin iliskide oldugu bilinmektedir (Kumagai et al., 2008).

Erkek iireme organlarmin patojenlere karsi korunmasi (Hall et al. 2002) ve
spermatozoonlarin testis i¢inde olusumlar1 sirasinda ve takiben epididimis icindeki
olgunlagsma, taginma ve depolanmalari sirasinda mikroorganizmalara karsi korunmalar
(Hinton et al. 1996) iireme fizyolojisinde Onemli asamalardir. Spermatozoonlarin
olgunlagsmas1 ve depolanmasiyla gdrevli bir organ olan epididimisde epitelin cinsel yolla
bulasan hastaliklara neden olan patojenlere kars1 korunmasi da olduk¢a 6nemlidir. Nitekim
son 10 yilda yapilmis olan bir dizi ¢alisma epididimisde bir¢ok antimikrobiyel savunma
sisteminin varligi lizerine odaklanmis ve bunlarin hem epididimis epitelinin, hem de
spermiyumlarin erkek genital sistemde patojenlerden korunmasinda onemli rol oynadigini
ortaya koymustur (Li et al. 2001; Com et al. 2003). Ayrica spermiyumlar tarafindan eksprese

edilen antimikrobiyel proteinlerin disi genital sistem ic¢inde spermiyumlarin patojenlerden
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korunmasinda da rol oynayabilecegini gostermistir (Zanich et al. 2003; Wang et al. 2005;
Yudin et al. 2005). Son yillarda yapilan bazi ¢alismalar TLR’nin erkek iireme organlarinda
dogustan bagisiklik i¢in 6nemli oldugunu ortaya koymustur. TLR proteinlerinin insan, sigan
ve horozlarin epididimisinde lokalize oldugu ve ¢esitli bakteriyel ajanlara kars1 epididimis ile
iliskili immun yanitlarin olusturulmasinda rol oynadigi bilinmektedir (Palladino et al., 2007;
Palladino et al., 2008; Zhao et al., 2008; Anastasiadou et al., 2011; Zhang et al., 2012;
Anastasiadou et al., 2013; Saeidi et al., 2013).

Sicanlarda TLR1’in kauda epidididymis boyunca inisyal segmentte ¢cogu hiicre tipinde
lokalize oldugu, ayrica interstisyel hiicreler, agik hiicreler ve spermatozoonlarda da zayif
boyanmanin oldugu, TLR2’nin inisiyal segment ile kauda boliimiinde zay1f, kaput ve korpus
boliimlerinde ve daha yogun boyanma sergiledikleri bidirilmektedir. TLR3, TLR4 ve TLR 5
icin inisyal segmentten kauda epididimise kadar epididimal epitelde gii¢clii boyanmanin
oldugu, TLR6 immunreaktivitesinin inisyal segment epitelinde endozomal ve lizozomal
kompartimanlarda yogun oldugu, prinsipal hiicrelerde ise Golgi bolgesinde bulundugu
belirtilmektedir. Inisyal segmentte TLRS8 lokalizasyonunun TLR6’ninkine benzer olarak
endozomal veya lizozomal kompartimanlarda bulundugu, TLR7, TLR9 ve TLR11’in ise
inisyal segmentten kaudaya kadar tiim epitelde lokalize oldugu, ayrica TLRI10
immunoreativitesinin epididimis boyunca bulunmadig: ifade edilmektedir (Palladino et al.,
2008). Palladino ve ark. (2008) sican epididmisinde TLR1-9 mRNA ekspresyonlarinin bol
oldugunu TLRI, 2, 4 ve TLR6 proteinlerinin esit seviyelerde, TLR3, 5, 8 ve 11’in ise
testisdekinden daha diisiik diizeylerde eksprese oldugunu rapor etmektedirler. Insan
epididmisinde Reverse-transcriptase PCR sonuglari TLR1-10 ’un gen ekpresyonlarimnin
varligimi ortaya koymaktadir. Zhao ve ark (2008) horozlarda epididimisde TLR2 ve 4’iin
eksprese edildigini, S aureus infeksiyonundan 24 saat sonra TLR2 ekspresyonun arttigini,

TLR4 ekpresyonunun ise degismedigini ve TLR’nin epididimal epitel hiicrelerinin dogal
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bagisikliginda anahtar rolleri oldugunu bildirmektedirler. Anastatsiadou ve ark (2013)
horozlarda quanti-tative real-time PCR analiz sonularinin TLR 2-1, 2-2, 4 and 21 genlerinin
ekspresyonlariin yaslanmaya bagl bir azalma gosterdiklerini, 28 hafta yash seksiiel olarak
olgun horozlarda salmonella enfeksiyonu sonrasinda TLR 1-2, 2-1, 2-2, 4, 5, ve 7 genlerinin
ekspresyonlarinda 6nemli bir artis oldugu, bununla birlikte TLR2-1 geni i¢in bu artigin 10 kat

kadar oldugu ifade etmektedirler.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Veteriner Fakiiltesi Cerrahi klinigine hayvan sahipleri tarafindan
kisirlastirilmak tizere getirilen ve Orchiodektomi (kastrasyon) operasyonu uygulanan toplam
20 adet saglikli eriskin erkek kediye ait epididimisler kullanildi. Operasyonlar Cerrahi
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog.Dr. Nusret Apaydin tarafindan yapild.

3.2. Olgulara uygulanan operasyonun anestezi protokolii;

Premedikasyon, Domitor® (medetomidin hidroklorid 80 pgkg) im. uygulandiktan
sonra indiiksiyon (% 6-8) ve anestezinin idamesi (%1-2) Sevofluran ile saglandi. Operasyon
tamamlandiktan sonra Antisedan® (atipamezol hidroklorid) im. uygulanarak uyanma islemi
gergeklestirildi.

3.3. Operasyon;

Bolgenin temizligi yapildiktan sonra asepsi ve antisepsinin saglanmasi ile ayr1 olacak
sekilde scrotumlar {izerine ensizyon yapildiktan sonra testis ortaya cikarildi. Biitiin
katmanlarindan diseke edildikten sonra 4.0 vicrly iplik ile ligatiir uygulanan testisler ekstirpe
edildi. Bolge antiseptik soliisyon ile temizlendikten sonra post-operatif antibiyotik olarak
Prokain penisilin 400.000 [U im. uygulanarak operasyonlandirildi.

Operasyonda alinan epididimisler testise bitisik olduklarindan oncelikli olarak
testisden ayrildi. 10 adet hayvana ait sag ve sol epididimisler immunohistokimyasal yontemler
icin, diger 10 adet hayvana ait sag ve sol epididimisler ise western blot analizi i¢in uygun
prosediire tabi tutuldu. Kedi epididimisleri kaput, kauda ve korpus olarak ii¢ bdliimde
inceleceginden ve Western blot analizinde yeterli miktarda protein elde etmek i¢in bir havana
ait sag ve sol epididimislerin boliimleri birlestirildi. Western blot Analizi i¢in epididimis
ornekleri aliiminyum folyolar igerisinde sarili olarak likit nitrojende —196 C%de hemen

donduruldu ve analiz yapilana kadar -80 C%lik bir derin dondurucuda saklanda.
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3.4. Histolojik ve Immunohistokimyasal analiz

Epididimis oOrnekleri kaput, korpus ve kauda boliimlerine ayrilarak Bouine
soliisyonunda 6 saat siireyle tespit edildi ve takiben %350’lik alkolden baslayarak dereceli
alkoller, metil benzoat ve benzollerden gegirilerek paraplastta bloklandi. Her bir hayvanin
epididimis boliimlerine ait bloklardan 5 mikron kalinliginda seri kesitler alindi ve toplam 5
seri preparat hazirlandi. Her bir preparata belirli araliklarla alinmis en az 6 Kesit yerlestirildi.
Preparatlarin birinci serisi genel yapiyr belirlemek amaciyla Crossman’in {i¢lii boyamasi ile
boyanacaktir. Diger serilere ise immunohistokimyasal incelemeler i¢in Strepavidin Biotin
Kompleks (Strept-ABC) immunoperoksidaz teknigi uygulandi.

Immunohistokimyasal incelemeler i¢in hazirlanan preparatlar deparafinizasyon ve
rehidrasyon islemlerinden fosfat buffer salin’de (PBS) calkalandi ve endojen peroksidaz
aktivitelerini bloke etmek igin methanol’de hazirlanmis %3’ likk hidrojen peroksit (H2O) ile
15 dak. muamele edildi ve tekrar PBS’de iki kez 5’er dak. yikandi. Takiben dokular sitrat
bufferda 80 °C’de 30 dakika siireyle kaynatild1 ve ayni soliisyon i¢inde 20 dak. sogutularak
doku antijeninin yeniden kazanimi saglandi. Tekrar PBS ile dort kez 5’er dak. yikamayi
takiben nonspesifik baglanmalar1 6nlemek igin kesitler 5 dakika bloking soliisyonu ile bir nem
odasi i¢inde inkube edildi. Uygun dilusyonlarda hazirlanmig primer antikorlar kesitler {izerine
eklendi ve 4 °C’de bir gece inkube edildi. Negatif kontroller olarak alinan doku drnekleri ise
primer antikorsuz PBS ile muamele edildi. inkubasyonu takiben PBS’te 3 kez 5’er dak.
yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder antikor ile 15 dakika oda 1s1sinda inkube edilip, tekrar
3 kez 5’er dak. PBS ile yikandiktan sonra da enzim konjugath strepavidinde 15 dakika
muamele edildi. Tekrar 3 kez 5’er dak. PBS ile yikandiktan sonra 5-10 dakika kromojen
soliisyonunda (DAB) bekletildi. Takiben Kkesitler Gill’in Hematoksilen’inde 3 dakika
boyandiktan sonra ¢gesme suyunda mavilesinceye kadar yikandi ve alkollerden gegirilip direkt

olarak iizerine yapistirict damlatilip lamelle kapatildi. Kahverengi presipitasyonun goriilmesi
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sonucunda reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi ve 1s1tk mikroskobunda incelenerek
fotograflandi.

Preparatlar semikantitatif olarak boyanma yogunluguna gore negatif (-), zayif (+), orta
siddette (++) ve kuvvetli (+++) olarak derecelendirme yapilarak degerlendirildi.

3.5. Western blot Analizi

1-Numunelerin hazirlanmasi:

a) -80 C”lik derin dondurucuda dondurulan Srneklerin her biri terazide
tartilarak agirliklar1 hesaplandi.

b) Hiicre veya dokular, “ proteaz ve fosfataz inhibitorleri katilan Ripa lysis
buffer” tampon soliisyonunda sonikator kullanilarak pargalandi ve homojenize edildi.

C) Homojenatlar ultrasantrifiijde 12,000 g de 20 dakika santrifiijlendi ve
elde edilen siipernatant protein analizi i¢in kullanildx.

2- Protein miktarinin tayin edilmesi (protein kantitasyonu):

Lizatin igerdigi total protein miktarinin belirlenmesinde Lowry metodu kullanildi. Bu
islemde ise standart BSA soliisyonlarr, kor ve numuneler tiiplerde hazirlandiktan sonra
spektrofotometrik olarak okutulduktan sonra excel programi araciligiyla gerekli siitun ve
satirlara girildi. Daha sonra katsayr hesaplanarak ANA numuneler (siipernatant) icindeki
protein miktari belirlendi.

3- Hazirlanan protein lizatlarinin jel iizerinde yiiriitiilmesi (jel elektroforozesi):

Proteinlerin elektroforetik ayriminda, SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) teknigi kullanildi. Oncelikle arastirilan proteinin kDa agirligina gore jel (ayristiric1 %7
ve toplayict % 4.5 jeller) hazirlandi. Jel elektroforez tankina yerlestirilerek iizerine de
elektroforez soliisyonu (Running Buffer) dokiildii. Numuneler Laemmli sample buffer da
hazirlanarak ve 95°C’de 5 dak. kaynatildiktan sonra jel iizerindeki kuyucuklara yiiklendi.

Yiikleme yaparken molekiiler agirligi bilinen bir belirte¢ (marker) (Broad range markers) jelin
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ilk kutucuguna yiiklendi. Numunelerle birlikte ayrica her bir protein i¢in uygun olan pozitif
kontrol (TLR2 ve TLR5 i¢in Namalwa Cell lysate, TLR4 ve TLR9 i¢in HeLa Whole Cell
lysate) ornekleri de jel kuyucuklarina yiiklendi. Gii¢ Kaynag: ile 90 dak siireyle 120 V’luk
akim verilerek proteinlerin jelde yiiriitiilmesi saglandi.

4- Jel lizerinde yliriiyen proteinlerin membrana aktarilmasi (membran blotting):

Elektrofez isleminden sonra jeldeki proteinlerin membrana gegmesi i¢in Wet transfer
yontemi ile 30 voltta ve sabit 90mAmper akimda gece boyu (16 saat) blotlama islemi
gerceklestirildi. Transfer isleminde PVDF membranlar kullanildi. Transfer sonrasi
membranlar marker iizerinde isaretli bulunan 50 kDa band1 hizasinda kesilerek ikiye ayrildi.
Bunlardan 50 kDa’nun altinda kalan membran internal kontrol olan beta actin antikoru igin,
50 kDa’nun iizerinde kalan membran ise TLR antikorlar1 i¢in kullanildi. Her bir membran 1
saat siire ile oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan % 5°lik yagsiz siit tozu ile bloklandi. Ardindan
membranlar, TBS-T i¢inde hazirlanmis %5°lik yagsiz siittozunda sulandirilmis antikorlar
[TLR2 (1/200), TLR4 (1/400), TLR5 (1/100) ve TLR9 (1/100), beta-actin (1/500)] ile +
4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda membran TBS-T ile her birinde 5 dak
olmak tizere 6 kez toplam 30 dakika yikandi. Takiben membran, TBS-T ile hazirlanan % 5°lik
yagsiz siit tozu ile 1/4500 oraninda sulandirilmig sekonder antikorla (goat anti-rabbit, santa
cruz, sc-2004,0.5 ml) oda sicakliginda karistirici iizerinde 1 saat inkiibe edildi ve sekonder
antikor her zaman taze hazirlandi. inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 4 kez toplam 20 dak ve
TBS ile 2 kez toplam 10 dakika yikama yapildi. Daha sonra membranlar 5 dak. Clarity™
western ECL blotting substrat ile muamele edildi. Ardindan Univesitemizin Genkok
biriminde bulunan Chemidoc™ Imaging system kullanilarak goriintiilendi.

5- Miktar1 belirlenmek istenen proteinin “primer antikoru” ile inkiibasyonlar1 ve

goriintlileme:
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a) Bloklama: Her bir membran non-spesifik (6zgiil olmayan) baglanmay1
engellemek amaciyla %1 oraninda Tween-20 eklenmis TBS (Tris Buffer Saline)
(TBS-T) iginde hazirlanan %5°lik yagsiz siit tozu igeren bloking soliisyonunda 1 saat
stireyle tutuldu.

b) Primer antikor ile inkiibasyon: Bloklama isleminden sonra
membranlar, TBS-T i¢inde hazirlanmis %5’lik yagsiz siittozunda sulandirilmisg
antikorlar [TLR2 (1/200), TLR4 (1/400), TLR5 (1/100) ve TLR9 (1/100), beta-actin
(1/500)] ile + 4°C’de gece boyu inkiibe edildi.

C) Yikama: Primer antikor muamelesinden sonra 3 kez 10’ar dak siireyle
TBS-T’de yikama yapildu.

d) Sekonder antikor ile inkiibasyon: Takiben membranlar, TBS-T ile
hazirlanan % 5’lik yagsiz siit tozu ile 1/4500 oraninda sulandirilmis sekonder antikorla
(goat anti-rabbit veya goat anti-mouse) oda sicakliginda karistirici tizerinde 1 saat
inkiibe edildi ve sekonder antikor her zaman taze hazirlandi.

e) ECL ile goriintiileme: Sekonder antikorla inkiibasyon sonrasinda TBS-
T ile 4 kez toplam 20 dak ve TBS ile 2 kez toplam 10 dakika yikama yapildi. Daha
sonra membranlar 5 dak. Clarity™ western ECL blotting substrat ile muamele edildi.
Ardindan Univesitemizin Genkdk biriminde bulunan Chemidoc™ Imaging system
kullanilarak goriintiilendi.

3.6. Istatistiksel analiz

Western blot analizleri sonucunda her bir antikor i¢in epididimis boliimleri (kaput,

korpus ve kauda) arasindaki farkliliklarin istatistiksel agidan ©nemli olup olmadigini

belirlemek icin nonparametrik testlerden Mann-Whitney U testi ve farkliligin hangi gruptan

kaynaklandigin1 belirlemek igin ise Kruskal-Wallis testi uygulandi. P<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. TLR’nin Western blot analizi
Calismada western blot analiz sonuclart kullanilan TLR2, TLR4, TLR5 ve TLR9
antikorlariin kedi TLR’leri i¢in de spesifik oldugunu ortaya koymaktadir.
Sekil 1’de TLR2, TLR4, TLR5 ve TLR9’un kedide epididimisin kaput, korpus ve kauda
segmentleri ile vaz deferensde eksprese edildigi gosterilmektedir. Sekilde goriildigii tizere
TLR’nin molekiiler agirliklar1 sirastyla TLR2 i¢in 100 kDa, TLR4 i¢in 95 kDa, TLRS i¢in 110

kDa, TLRO i¢in ise 113 kDa olarak saptandi.

Ca Co Cd Vd

Ca Co Cd Vd
TLR4 (95kD2) s s s

Ca Co Cd Vd
- actin (43 kDa)

Ca Co Cd Vd
TLR5 (110kDa) | e
Ca Co Cd Vd

B-actin (43 kDa) /e S S —
Ca Co Cd vd

TLR9 (113 kDa) -b‘. P

Ca Co Cd Vvd
B-actin (43 kDa) ——— .

Sekil 1. Kedi epididimisinin kaput (Ca), korpus (Co) ve kauda (Cd) segmentleri ile vaz
deferensinde (Vd) TLR2, TLR4, TLRS ve TRL9 proteinlerine ait bantlarin gosterimi.

Yapilan istatistik analizi sonucunda TLR2, TLR4, TLRS ve TLRY9 proteinlerin
ekspresyonunun epididimis segmentleri arasinda farklilik gostermedigi ancak vaz
deferensdeki TLR2 ve TLR4 ekspresyonunun epididimisin kaput segmentindekinden anlamli

olarak (P<0,05) farkli oldugu tespit edildi.
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4.2. TLR2, TLR4, TLRS ve TLR9’un epididimis boliimleri ve vas deferensde
immunohistokimyasal lokalizasyonu

Calismada kullanilan negatif kontrollerde boyanmanin olmamasi antikorlarin ve
immunohistokimyasal boyanmalarin spesifikligini gostermektedir. Calismada epididimis
Axner (1999) tarafindan rapor edildigi gibi 6 bolime ayrildi ve immunohistokimyasal
degerlendirmeler bu béliimlere gore yapildi. Immunohistokimyasal incelemeler sonucunda
TLR’nin kedide epididimis bdliimleri ve vas deferens epitellerinde genelde yapisal olarak
eksprese oldugu ve TLR2, TLR4, TLRS ve TLR9’un farkli hiicresel yerlesimler sergiledigi
gozlendi. Kedide ve diger memeli hayvanlarda epididimis boliimlerini 6rten epitelde ana
hiicre tipi prinsipal hiicrelerdir. TLR2’nin epididimisin I., Il., ve Ill. béliimlerinde prinsipal
hiicrelerde supraniiklear sitoplazma bdliimiinde yogun boyanmis olarak bulundugu, diger
sitoplazma boliimlerinin zayif reaksiyon sergiledigi tespit edilmistir. Bolim 1V, V ve VI’da
supraniiklear sitoplazmadaki boyanmanin azaldig1 ve orta derecede oldugu gozlenirken, vas
deferensde de supraniiklear sitoplazma boliimiinde orta derecede, diger sitoplazma
boliimlerinde ise zayif pozitif TLR2 immunreaksiyonu tespit edildi. Ayrica TLR2’nin
epididimis ve vas deferensi Orten epitelde bazal membran iizerine yerlesmis bulunan bazal
hiicrelerde kuvvetli reaksiyon sergiledigi tespit edildi. TLR2 pozitif bazal hiicrelerin sayisinin
epididimisin 1., Il., ve lll. boliimlerinde olduk¢a az oldugu, V. bdliimden itibaren arttig1 ve
vas deferensde en yliksek orana ulastifi goriildi. TLR2 immunreaksiyonu ayrica vas
deferensin tunika muskularisini olusturan diiz kas hiicrelerinde de orta dereceli olarak
saptandi. Epididimis ve vas deferensin etrafindaki interstisyel bagdokuda bulunan kan

damarlarinin endotel katmanlarinda da pozitif TLR2 immunreaksiyonu goriildii.
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Sekil 2. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim I’de TLR2 immunlokalizasyonu.

| 20um|

Sekil 3. Duktus epididimisin kaput segmentinde bdliim 11’de TLR2 immunlokalizasyonu.

30



Sekil 4. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim 111’de TLR2 immunlokalizasyonu.

Sekil 5. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim I1V’de TLR2 immunlokalizasyonu.
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Sekil 6. Duktus epididimisin korpus segmentinde boliim V’de TLR2 immunlokalizasyonu.

e

Sekil 7. Duktus epididimisin kauda segmentinde boliim VI’de TLR2 immunlokalizasyonu.
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Sekil 8. Vaz deferens’de TLR2 immunlokalizasyonu.

TLR4 immunreaksiyonunun epididimisin I. ve Il. bolimlerinde prinsipal hiicrelerin
lateral membranlarinda,  stereosilyumlarinda ve 0zellikle Il. boliimde apikoluminal
sitoplazmada ¢ok dar bir alanda yerlestigi ve orta siddette oldugu tespit edildi. Boliim I1I’de
dar sitoplazmal1 hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinin de orta derecede TLR4 reaksiyonu
sergiledikleri gozlenirken epididimisin V. ve V. boliimlerinde epiteldeki reaksiyonunun
negatif oldugu tespit edildi. Epididimisin VI. bolimii ve vas deferensde ise epitelin
sterosilyumlarla donatilmis olan luminal yiizeyinin giicli TLR4 reaksiyonu gosterdikleri
belirlendi. Bunun yani sira epididimis ve vas deferensin etrafindaki interstisyel bagdokunun
sekilsiz temel maddesinde ve kan damarlarinin endotel katmanlarinda da pozitif TLR4

immunreaksiyonu goriildii.
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Z0m |

Sekil 9. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim I’de TLR4 immunlokalizasyonu.

Sekil 10. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim 1I’de TLR4 immunlokalizasyonu.
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Sekil 11. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim 11I’de TLR4 immunlokalizasyonu.

Sekil 12. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim IV’de TLR4 immunlokalizasyonu.
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Sekil 13. Duktus epididimisin korpus segmentinde boliim V’de TLR4 immunlokalizasyonu.

el

Sekil 14. Duktus epididimisin kauda segmentinde boliim VI’da TLR4 immunlokalizasyonu.
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Sekil 15. Vaz deferens’de TLR4 immunlokalizasyonu.

TLR5 immunreaksiyonunun epididimisin 1., 1I., 1ll. ve IV. béliimlerinde prinsipal
hiicrelerde zayif sitoplazmik oldugu tespit edildi. Bolim V’de sitoplazmik reaksiyonun
artarak zayiftan orta dereceye dogru degistigi ayn1 zamanda hiicrelerin lateral membranlarinda
yerlestigi gozlenirken epididimisin VI. bolimiinde ve vas deferensde orta dereceli bir
sitoplazmik ve membransel reaksiyonun yani sira kuvvetli niiklear reaksiyonun varligi dikkati
cekti. Epididmisin tiim boliimlerinde peritubuler miyoid hiicrelerde vas deferensin tunika
muskularisini olusturan diiz kas hiicrelerinde de orta dereceli TLRS immunreaksiyonu

gozlendi. Bunun yani sira epididimis ve vas deferensin etrafindaki interstisyel bagdokudaki

kan damarlarinin endotel katmanlarinda da pozitif TLR5 immunreaksiyonu goriildii.
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Sekil 16. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim I’de TLRS immunlokalizasyonu.

20 ym|

Sekil 17. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim 1I’de TLRS immunlokalizasyonu.
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Sekil 18. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim 11I’de TLRS immunlokalizasyonu.

el

Sekil 19. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim IV’de TLRS immunlokalizasyonu.
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Sekil 20. Duktus epididimisin korpus segmentinde boliim V’de TLRS immunlokalizasyonu.

Sekil 21. Duktus epididimisin kauda segmentinde boliim VI’da TLR5 immunlokalizasyonu.
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Sekil 22. Vaz deferens’de TLRS immunlokalizasyonu.

TLR9 immunreaksiyonunun epididimisin tiim boliimlerinde ve vas deferensde
prinsipal hiicrelerde zayif sitoplazmik ve membransel yerlesim gosterdigi tespit edildi. Ayrica
TLR9’un epididimis ve vas deferensi orten epitelde bazal membran iizerine yerlesmis bulunan
bazal hiicrelerde kuvvetli reaksiyon sergiledigi tespit edildi. TLR9 pozitif bazal hiicrelerin
sayisinin epididimisin I., Il. ve Ill. bolimlerde olduk¢a az oldugu, IV. boliimden itibaren
artigt ve vaz deferensde en yiiksek orana ulastigi goriildii. Vas deferensin tunika
muskularisini olusturan diiz kas hiicrelerinde de zayif sitoplazmik TLR9 immunreaksiyonu
gozlendi. Bunun yani sira epididimis ve vas deferensin etrafindaki interstisyel bagdokudaki

kan damarlarinin endotel katmanlarinda da pozitif TLR9 immunreaksiyonu goriildii.
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20 ym|

Sekil 23. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim I’de TLR9 immunlokalizasyonu.

20 um|

Sekil 24. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim 1I’de TLR9 immunlokalizasyonu.
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Sekil 25. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim I1I’de TLR9 immunlokalizasyonu.

20 ym|

Sekil 26. Duktus epididimisin kaput segmentinde boliim IV’de TLR9 immunlokalizasyonu.
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Sekil 27. Duktus epididimisin korpus segmentinde boliim V’de TLR9 immunlokalizasyonu.

Sekil 28. Duktus epididimisin kauda segmentinde boliim VI’da TLR9 immunlokalizasyonu.
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Sekil 29. Vaz deferens’de TLR9 immunlokalizasyonu.

43. TLR2, TLR4, TLRS ve TLR9’un spermiyumlardaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu
Genel olarak epididimis bdliimleri ve vas deferens igindeki spermiyumlarin
kuyruklarinin incelenen tiim TLR igin pozitif reaksiyon sergiledikleri tespit edildi.
Epididimisin I, Il., Ill. ve IV. boliimlerindeki spermiyumlarin boyun bolgesinde yerlesmis
olan proksimal sitoplazmik damlaciklarinda TLR2, TLR4, TLRS immunreaksiyonlarinin
kuvvetli oldugu gozlenirken TLRY reaksiyonunun orta derecede oldugu gozlendi. Bolim V ve
VI ile vaz deferende bulunan spermiyumlarin kuyrugun orta prinsipal pargasinda yerlesmis
olan distal sitoplazmik damlaciklarda incelenen tiim TLR ig¢in zayif-orta dereceli

immunreaksiyonlar dikkati ¢ekti.
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5. TARTISMA VE SONUC

TLR’leri farkli patojenlere karsi dogal immun yanit1 baslatan (Pandey and Agrawal,
2006) ve ayrica infeksiyona karsi kazanilmis immun yaniti da diizenleyen (Pasare and
Medzhitov, 2004) anahtar molekiillerdir. Son yillarda yapilan ¢alismalar TLR proteinlerinin
insan, sigan ve horozlarin epididimisinde eksprese edildigini ve c¢esitli bakteriyel ajanlara
kars1 epididimis ile iliskili immun yanitlarin olusturulmasinda rol oynadigini ve bu baglamda
TLR proteinlerinin erkek iireme organlarinda dogustan bagisiklik i¢in 6nemli oldugunu
ortaya koymustur (Palladino et al. 2007; Palladino et al. 2008; Zhao et al. 2008; Zhang et al.
2012; Anastasiadou et al. 2013; Anastasiadou et al. 2011; Saeidi et al. 2013). Sunulan
caligma diger memelilerde oldugu gibi erkek kedilerde de hem idiyopatik ve hem de non-
infeksiy6z nedenlerle inflamasyona agik bir organ oldugu bilinen epididimis ve vaz
deferensde TLR2, 4, 5 ve 9’un lokalizasyon ve ekspresyonlarini ortaya koyan ilk ¢alismadir.
Gerek immunohistokiyasal ve gerekse western blot analiz sonuglari incelenen TLR
proteinlerinden TLR2, 4, 5 ve 9’un insan, sican ve horozlarin epididimisinde bildirildigi
(Palladino et al. 2007; Palladino et al. 2008; Zhao et al. 2008; Zhang et al. 2012; Anastasiadou
et al. 2013; Anastasiadou et al. 2011; Saeidi et al. 2013) gibi kedide de epididimis ve vaz
deferens epiteli ile interstisyumun cesitli bilesenleri ve duktus epididimis ve vaz deferens
lumenindeki spermiyumlar tarafindan eksprese edildigini gostermektedir.

Erkek iireme sisteminde her bir organin spermiyumlarin iiretimi, olgunlagmasi,
depolanmasi ve emisyonu gibi 6zellesmis rolleri vardir ve her bir organ bolimiiniin maruz
kaldig1 mikroorganizma tiirii de farklidir. Bu nedenle ¢aligmalarin ¢ogunun dayandigi hipotez
TLR ekspresyonlarmin erkek iireme sistemi organlarinda farkli olabilecegidir. Ornegin,
sicanlarda RT-PCR ile TLR1-TLR9 mRNA’ larinin testis, epididimis ve vaz deferensde
yiikksek diizeylerde, ancak TLR10 ve TLR11 mRNA’larinin diger TLR’inden daha az

ifadelendigi ve epididimis kaput, korpus ve kauda bolimlerinde TLR mRNA’larinin
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ekspresyon diizeylerinin farkli olmadig1 gosterilmistir. Siganlarda western blot analiz
sonuglar1 ise TLR proteinlerinden TLR 1, 2, 4, ve 6’nin testis, epididimis bdliimleri ve vaz
deferensde nispeten esit miktarlarda eksprese edilirken, TLR 3, 5 ve 9-11’in epididimisde
diisiik seviyelerde eksprese edildigini ve TLR7’nin primer olarak testisde bulundugunu ortaya
koymustur (Palladino et al., 2007). Insanda TLRlerinin erkek genital sistemin epididimisi de
icine tiim 6gelerinde esit miktarda eksprese edildigi tespit edilmis ve tiim 6gelerin mikrobik
saldirilara kars1 spermlerin korunmasina esit katkida bulundugu ileri stirilmistiir (Saeidi et
al., 2013). Diger calismalarla ayni hipoteze dayanarak hazirlanan bu ¢alismada western blot
analiz sonuglar1 TLR2, TLR4, TLR5 ve TLRY proteinlerinin ekspresyonlarinin epididimis
boliimleri arasinda degismedigini, ancak TLR2 ve TLR4 proteinlerinin vaz deferendeki
ekspresyonlarinin epididmisin 6zellikle kaput bolgesindeki ekspresyonlarindan anlamli olarak
(P<0.05) yiiksek oldugunu, epididimis ve vaz deferensdeki TLR5 ve TLRY proteinlerinin
ekspresyonlarinin ise farkli olmadigini (P>0.05) géstermektedir.

Zhao ve ark. (2008) horozlarda epididimisde TLR2 ve 4’iin eksprese edildigini, S.
aureus infeksiyonundan 24 saat sonra TLR2 ekspresyonun arttigini, TLR4 ekpresyonunun ise
degismedigini ve TLR’ nin epididimal epitel hiicrelerinin dogal bagisikliginda anahtar rolleri
oldugunu bildirmektedirler. Anastatsiadou ve ark. (2013) horozlarda quantitative real-time
PCR analiz sonuglarina dayanaarak TLR 2-1, 2-2, 4 and 21 genlerinin ekspresyonlarinin
yaslanmaya bagli bir azalma gosterdiklerini, 28 hafta yash seksiiel olarak olgun horozlarda
salmonella enfeksiyonu sonrasinda TLR 1-2, 2-1, 2-2, 4, 5, ve 7 genlerinin ekspresyonlarinda
onemli bir artis oldugu, bununla birlikte TLR2-1 geni i¢in bu artigin 10 kat kadar oldugu ifade
etmektedirler. Calismamizda materyal olarak kullanilan epididimis ve vaz deferensler saglikli
normal fizyolojik siirecteki kedilere ait olup elde edilen bulgularimiz kedi epididimis ve vaz
deferensinde TLR proteinlerinin normal fizyolojik kosullarda yapisal olarak eksprese

edildigini ve olas1 mikrobik saldirilara kars1 spermlerin korunmasina katkida bulundugunu, ve
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ayrica epididmis ve vaz deferensde TLR proteinlerin ekspresyon diizeylerinin reseptor tipine
bagli olarak farklilik gdsterebilecegini ortaya koymaktadir.

Memelilerde epididimis prinsipal, bazal, acik, dar, apikal ve halo hiicreleri olmak
lizere cesitli hiicre tiplerinden olusan yalanci c¢ok katli prizmatik epitel ile ortiiliidiir.
Epididimal epitel spermiyumun olgunlasmasi i¢in lumeni ¢evreleyen bir immunolojik bariyer
olusturur. Morfolojik olarak kaput, korpus ve kauda segmentlerine ayrilan epididimisin
hayvan tiirlerine gore yapisal farkliliklar gosteren ve bagdoku bolmeleriyle de sinirlanan
boliimlere (regiyon) de ayrildigi ve bu boélimleri oOrten epitel hiicrelerinin farkli gen
ekspresyon Ornekleri sergiledikleri bilinmektedir (Turner et al. 2003; Jelinsky et al. 2007).
Ancak farkli epididimis boliimlerini orten epitel hiicrelerinin farkli TLR protein ekspresyon
ornekleri sergilediklerine dair sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismamiz
TLR proteinlerinden TLR2, TLR4, TLRS ve TLR9’un kedi epididimis ve vaz deferensinde
epitel ve interstisyumda selliiler ve subselliiler lokalizasyonunu gosteren ilk caligma
niteligindedir.

Glover ve Nicander (1971) ve Malqvist (1978) kedilerde epididimisi inisyal, orta veya
intermediyer ve terminal segmentlere ayirmistir. Axnér ve ark. (1999) kedilerde de epididimis
morfolojik olara kaput, korpus ve kauda olmak iizere ii¢c segmente ayrilirken epididimisi
olusturan duktus epididimisin epitelin morfolojik ve histolojik 6zelliklerine gore 6 boliime
(regiyon) ayirmis ve her bir bolimiin ayn1 zamanda farkli fonksiyonlar iistlendigini ifade
etmislerdir. Ayrica Axnér (2006) bolim I, 11, 1l ve 1V’iin kaput, b6lim V’in korpus, boliim
VI'nin ise kauda epididimisde bulundugunu bildirmistir. Kedi epididimisinde bdliim 1-1V
lumenden sivi emilimi ile spermatozoon olgunlasmasinda aktif rol {istlenirken, boliim V ve
VI'nin spermatozoonlarin depolanmasindan sorumlu oldugu gosterilmistir (Axnér et al. 1999;
Axner 2006). Sunulan ¢alismada da kedi epididmisleri oncelikle morfolojik olarak kaput,

korpus ve kauda olmak iizere {i¢ segmente ayrilmis, histolojik incelemeler sonucunda ise
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duktus epididmis epitelin yapisal 6zellikleri dikkate alinarak 6 boliime (bolim I-VI) ayrildi.
Calisma bulgularimiz TLR2, 4, 5 ve 9’un TLR’nin kedide epididimis boliimleri ve vas
deferens epitellerinde genelde yapisal olarak eksprese oldugunu ve TLR2, TLR4, TLRS ve
TLR9’un farkli hiicresel yerlesimler sergiledigi gosterdi. Kedide ve diger memeli hayvanlarda
epididimis boliimlerini Orten epitelde ana hiicre tipi olan prinsipal hiicrelerde TLR2’nin
epididimisin 1., I1., ve lll. boélimlerinde hiicrelerin supraniiklear sitoplazma boliimiinde yogun
boyanmis olarak bulundugu, diger sitoplazma boéliimlerinin zayif reaksiyon sergiledigi
goriildi. Bolim IV, V ve VI’da supraniiklear sitoplazmadaki boyanmanin azaldigi ve orta
derecede oldugu gozlenirken, vas deferensde de supraniiklear sitoplazma bdliimiinde orta
derecede, diger sitoplazma bdliimlerinde ise zayif pozitif TLR2 immunreaksiyonu tespit
edildi. Sican epididmisinde TLR2 nin inisiyal segment ile kauda bdliimiinde zayif, kaput ve
korpus boliimlerinde ve daha yogun boyanma sergiledikleri bildirilmis (Palladino et al., 2008)
olup c¢alisma bulgumuz TLR2’nin tiir spesifik hiicresel lokalizasyona sahip oldugunu
gostermektedir.

Epididimisde prinsipal hiicreler epididimisin tiim béliimlerinde ve vaz deferens
epitelinde bulunan hiicreler olup en carpic1 6zellikleri sentez, sekresyon ve absorpsiyonla
gorevli organellerden yana zengin olmalar1 ve hiicrenin bazalinde yerlesmis c¢ekirdege sahip
olmalaridir. Epididimis boliimiine bagli olarak bu hiicrelerin miktar1 total epitel hiicre
popiilasyonunun %65-80’inini olusturur. Ayn1 zamanda bu hiicrelerin yapisal ozellikleri ve
fonksiyonlar1 da epididimis boiimiine gore farklilik gosterir. Yapisal farkliliklar endoplazmik
retikulum (ER), Golgi aygit1 ve salg: graniillerini i¢ine alan sekretorik aparatlarinda ve ortiilii
cukurluklar (coated pits) ve endozomlar, multivezikiiler cisimcikler ve lizozomlardan olusan
endositik aparat ile iligkilidir (Hermo and Robaire 2002). Biiyiik Cane si¢anlarinda inisyal
segmentteki prinsipal hiicrelerde graniillii ER’un ve gelismis Golgi aygitinin kii¢lik vezikiiller,

miiltivezikiiler cimcikler ve dense graniillerin apikal sitoplazmada supraniiklear konumlu
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olarak yerlestigi, kaput epididimisde prinsipal hiicrelerin daha fazla yag igerdigi, oysa korpus
bolimiinde c¢esitli blylikiikteki dens cisimciklerin supraniiklear bolgede yerlestikleri
belirtilmistir (Adebayo et al. 2016).

Glover ve Nicander (1971) ve Malqvist (1978) kedilerde epididimisi inisyal, orta veya
intermediyer ve terminal segmentlere ayirmistir. Kedilerde inisyal segmentteki prinsipal
hiicrelerin orta derecede pinositik aktiviteye, az sayida vakuole ve goze carpan bir Golgi
aygitina sahip oldugu, orta segmentteki hiicrelerin ise belirgin pinositik aktiviteye ve gelismis
bir Golgi kompleksine, teminal segmentteki hiicrelerde ise pinositik aktivitenin az ve Golgi
aygitinin da inakif oldugu bildirilmistir (Nicander and Malmqvist 1977; Malmqvist 1978;
Arrighi et al. 1986). Sunulan c¢aligmada her ne kadar TLR proteinlerinin subselliiler
lokalizasyonlar1 ultrastriiktiirel dilizeyde incelenmemis olsa da prinsipal hiicrelerin
ultrastriiktiirel 6zelliklerinin incelendigi ¢alismalara (Nicander and Malmqvist 1977;
Malmqvist 1978; Arrighi et al. 1986) ve TLR2’nin monositler, dentritik hiicreler gibi
hiicrelerde Golgi aygitt (Uronen-Hansson et al. 2004), endozom ve endolizozomlarda (Nilsen
et al., 2008) lokalize oldugunu gosteren raporlara dayanarak TLR2’nin kedi epididimis ve vas
deferensinde prinsipal hiicrelerin supraniiklear sitoplazmasinda yerlesim gostermesi TLR2 nin
prinsipal hiicrelerin sekretorik ve endositik aparatlarinda bulundugu hipotezi ileri stirtilebilir.
Ayrica prinsipal hiicrelerin supraniiklear sitoplazmasindaki TLR2 immunreaksiyonunun ., I1.,
I11. ve IV. boliimlerde kuvvetli, V. ve VI. boliimler ile vaz deferensde orta siddette oldugunu
gosteren immunohistokimyasal bulgular ise TLR2’nin kaput epididimisde gereceklesen
lumenden sivi emilimi ile spermatozoon olgunlagmas: siirecinde aktif rol tistlendigi fikrini
destekleyebilir.

Sican epididmisinde TLR4 proteinin inisyal segmentten kauda epididimise kadar
epididimal epitelde giiglii boyanma sergiledigi bildirilirken, TLR4 immunreaksiyonunun

epididimis epitelindeki lokalizasyonuna iliskin bulgularimiz |. ve Il. bdliimlerde prinsipal
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hiicrelerin lateral membranlarinda, stereosilyumlarinda ve 6zellikle 1. boliimde apikoluminal
sitoplazmada ¢ok dar bir alanda yerlestigi ve orta siddette oldugu tespit edildi. Boliim 111’de
dar sitoplazmali hiicrelerin sitoplazma ve g¢ekirdeklerinin de orta derecede TLR4 reaksiyonu
sergiledikleri gozlenirken, epididimisin IV. ve V. bolimlerinde epiteldeki reaksiyonunun
negatif oldugu tespit edildi. Epididimisin VI. bdliimii ve vas deferensde ise epitelin
sterosilyumlarla donatilmis olan luminal yiizeyinin glicli TLR4 reaksiyonu gosterdikleri
belirlendi. Yapilan ¢alismalar (Hornef et al. 2002) TLR4’tin subselliiler lokalizasyonuun
makrofajlarda ve intestinal epitel hiicrelerinde farkli oldugunu, makrofajlarda hiicre yiizeyinde
eksprese edilirken liganda baglanmasini takiben internal pozisyona gectigini, epitel
hiicrelerinde ise Golgi aygitinin yaninda bulundugunu ortaya koymustur. Kedi epididimis ve
vaz deferensinde TLR4’iin prinsipal hiicrelerdeki subselliiler lokalizasyonunun intestinal
epiteldekinden ve sigan epididmisindeki prinsipal hiicrelerdekinden farkli yerlesim gostermesi
TLR4’{in hiicre ve tiir spesifik lokalizasyonunun bir gostergesi olarak yorumlanabilir. Ayrica,
kedide kauda segmentini olusturan béliim VI ve vaz deferensde TLR4’iin stereosilyumlardaki
immunlokalizasyonu da spermatozonlarin depolanmasi sirasinda olas1 mikrobiyel enfeksiyona
kars1 spermatozonlarin korunmasinda TLR4’iin aktif rol oynadiginin gdstergesi olabilir.

TLR5 immunreaktivitesinin sican epididimisinde inisyal segmentten kauda
epididimise kadar epitelde kuvvetli oldugu bildirilmistir (Palladino et al. 2008). TLR5 kedi
epididmisindeki immunlokalizasyonuna iligkin bulgularimiz sican  epididmisinde
bildirilenden farkli olarak epididimisin I., Il., Ill. ve IV. bdliimlerinde prinsipal hiicrelerde
zaylf sitoplazmik oldugunu, boélim V’de sitoplazmik reaksiyonun artarak zayiftan orta
dereceye dogru degistigini, aynt zamanda hiicrelerin lateral membranlarinda yerlestigi
gozlenirken epididimisin VI. boliimiinde ve vas deferensde orta dereceli bir sitoplazmik ve
membransel reaksiyonun yani sira kuvvetli niiklear reaksiyonun bulundugunu gosterdi. Bu

bulgu epididmisin kaput ve kauda segmentlarinde ve vaz deferensde spermatozonlarin
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depolanmas1 sirasinda olas1 mikrobiyel enfeksiyona karsi spermatozonlarin korunmasinda
TLRS5’in kaput segmentine kiyasla daha aktif rol oynadigini ifade edebilir.

Sigan epididmisinde TLR9 ‘un inisyal segmentten kaudaya kadar tiim epitelde lokalize
oldugu gosterilmis (Palladino et al. 2008) olmasina karsilik, immunohistokimyasal
bulgularimiz TLR9 immunreaksiyonunun epididimisin tiim boéliimlerinde ve vas deferensde
prinsipal hiicrelerde zayif sitoplazmik ve membransel yerlesimli oldugunu gostermektedir.

Insan dahil tiim memelilerde epididimis ve vaz deferensi orten epitelde bulunan bir
diger hiicre tipi bazal hiicrelerdir. Bir yarim kiire seklinde olan ve bazal membran {izerine
oturmus olan bu hiicrelerin govdeleri duktus epididimis lumenine ulasamazla, ancak bazen
uzantilar1 lumene ulasabilir. Bazal hiicrelerin prinsipal hiicrelere benzer olarak eriskinlerde
boliinmedikleri ve prinsipal hiicrelere koken olusturmadiklart diisiiniilmektedir. Yapilan
caligmalar bazal hiicrelerin ekstratubuler orjinli oldugunu (Holschbach and Cooper 2002),
lumendeki spermotoantijenlerine karst bazi makrofaj antijenelerini eksprese ettikleri i¢in
immun hiicreler olarak islev gordiikleri ve ayrica lumendeki sperm sayisinin bazal hiicre
sayisini etkiledigini ve sperm otoantijenlerinin immunsistem ile etkilesimini minimize etmek
lizere bazal hiicre sayisinin arttigini ortaya koymustur (Seiler et al. 2000). TLR’lerinin
epididmisdeki immunlokalizasyonu memelilerden sadece sicanda gosterildigi halde bu
proteinlerin bazal hiicrelerde varligma iliskin herhangi veri bulunmamaktadir. Caligmamiz
kedi epididmis ve vaz deferensinde TLR proteinlerinden TLR2 ve TLR9’un bazal hiicrelerde
eksprese edildigini gosteren ilk calisma niteligindedir. immunohistokimyasal bulgularimiz
TLR2 ve TLR9’un bazal hiicrelerde kuvvetli reaksiyon sergiledigini TLR2 ve TLRY i¢in
pozitif olan bazal hiicre sayisinin epididimisin I., Il. ve Ill. boliimlerde olduk¢a az oldugunu,
ancak IV. bolimden itbaren artarak vaz deferensde en yiiksek orana ulastigini ortaya
koymaktadir. Bu bulgular immun hiicreler olarak bazal hiicrelerin spermin korunmasinda

TLR2 ve TLRY ‘u araci olarak kullandigin1 géstermektedir.
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Epididmisde bulunan bir diger hiicre tipi dar (kalem) hiicrelerdir. Prinsipal hiicrelerden
daha dar bir sitoplazmaya sahip olan ve ince bir sitoplazma uzantisin1 bazal membrana
ulastiran bu hiicreler sican ve farede inisyal ve intermediyer segmentlerde bulunurlar. Dar
hiicreler endositozda gorevli olan ve apikalde yerlesen canak sekilli vezikiiller igerirler ve H+
iyonlarinin apikal plazma membranindan lumene aktariminda fonksiyon goriirler (Hermo and
Robaire 2002). Sican epididmisinde TLR proteinlerinin tim epitel hiicrelerinde eksprese
oldugu bildirilmis, epiteli olusturan hiicrelerin her birinde bu reseptdr proteinlerinin
subselliiler lokalizasyonlar1 hakkinda bilgi verilmemistir. Kedi epididimisindeki bulgularimiz
boliim 3’de dar sitoplazmali hiicrelerin sitoplazma ve g¢ekirdeklerinin de orta derecede TLR4
reaksiyonu sergilediklerini gostermektedir. Sunulan g¢alismada gerek duktus epididimisin
peritubuler miyoid hiicrelerinde ve gerekse vaz deferensin tunika muskularisini olusturan diiz
kas hiicrelerinde de orta dereceli TLR2 ve TLRS, zayif dereceli TLR9 immunreaksiyonunun
bulundugu, ayrica incelenen tiim TLR proteinlerinin interstisyel bagdokuda bulunan kan
damarlarinin endotel katmanlarinda pozitif immunreaksiyon verdigi gézlendi.

Bugiine degin insan (Fujita ve ark. 2011; Saeidi et al. 2013), fare (Mihara et al. 2010;
Fujita et al. 2011), sigan (Palladino et al. 2008), horozda (Das et al. 2011) ve domuzda
(Okazaki et al. 2014) yapilan calismalar spermiyumlarda TLR’nin ifadelendigini ve bu
nedenle spermiyumlarin immun hiicreler benzeri fonksiyona sahip olabileceklerini ortaya
koymustur. Insan ve fare spermiyumlarinda (Fujita et al. 2011) ve domuzda (Okazaki et al.
2014) TLR2 ve TLR4 mRNA ve proteinlerinin eksprese edildigi, insanda spermiyumun
akrozom ve kuyruklarinda lokalize oldugu belirlenen bu reseptor proteinlerin bakteriyel
endotoksinleri taniyabildikleri ve apopitoza aracilik ettikleri (Fujita et al. 2011) ileri
stiriilmiistiir. Saeidi ve ark. (2013) insanda testicular spermiyum Orneklerinde ve spermiyumda
TLR1-10 mRNA’larinin eksprese edildigini bildirmislerdir. Mihara ve ark. (2010) fare

spermiyumunda TLR9’un eksprese edildigini ve spermiyumun akrozomal bdlgesinde yerlesen
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bu reseptoriin sperma i¢indeki patojen viruslart tanima yeteneginde oldugunu ifade
etmislerdir. Das ve ark. (2011) da horoz spermiyumlarinda TLR2-5, TLR-7, TLR-15 ve TLR-
21’in  eksprese oldugunu saptamiglardir. Siganlarda testikiiler spermiyumlarda TLR
proteinlerinden TLR2-4 ve 7’nin, epididimal tasinma sirasinda ise inisyal segmentteki
spermatozoonlarda TLR1, 5, 8 ve 11’in eksprese edildigi ve bu TLR nin epididimal taginim
sirasinda spermiyumlara eklenmis olabilecegi ileri siiriilmistiir (Palladino et al. 2008).
TLR9’un kauda epididmisdeki spermiyumlarda, TLR4’iin testikiiler ve inisyal segmentteki
spermiyumlarda bulundugu oysa kauda epdidimisdeki spermiyumlarda bulunmadigi
bildirilmistir. Calismamizda genel olarak epididimis bdliimleri ve vas deferens i¢indeki
spermiyumlarin kuyruklarinin incelenen tiim TLR i¢in pozitif reaksiyon sergiledikleri tespit
edildi. Epididimisin 1., Il., Ill. ve IV. béliimlerindeki spermiyumlarin boyun bdlgesinde
yerlesmis  olan  proksimal sitoplazmik  damlaciklarinda TLR2, TLR4, TLRS
immunreaksiyonlarmin kuvvetli oldugu gozlenirken, TLR9 reaksiyonunun orta derecede
oldugu gozlendi. Bolim V ve VI ile vaz deferensde bulunan spermiyumlarin kuyrugun orta
prinsipal parcasinda yerlesmis olan distal sitoplazmik damlaciklarda incelenen tiim TLR i¢in
zayif-orta dereceli immunreaksiyonlar dikkati ¢ekti. Bu bulgular spermiyumlarin
epididmisdeki olgunlagsma siireci boyunca TLR proteinleriyle donatildiginin  ve
spermiyumlarin fonksiyonel yasamlari boyunca korunabilmesi i¢in bagisiklik ve lireme
sistemleri arasinda igbirliginin bulundugunun 6nemli bir gostergesi olarak yorumlanabilir.
Sonu¢ olarak kedi epididimis ve vaz deferensinde epitel ile interstisyel doku
bilesenlerinin ve epididimal olgunlagmanin farkli asamalarindaki spermiyumlarin normal
fizyolojik sartlarda TLR2, TLR4, TLRS ve TLRY ile donatilmis oldugu ve bu baglamda
TLR’nin hem epitelin hem de spermiyumlarin olas1 herhangi bir patojenik enfeksiyona karsi
korunmasinda 6nemli rol oynayabilecegi ileri siiriilebilir. Bununla birlikte, epididimisdeki

immun yanitta TLR proteinlerinin rollerini belirlemek i¢in epididimisin mikrobiyal icerigini
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degistirerek TLR proteinlerin ekspresyonlarinin inclenecegi yeni c¢alismalarin yapilmasi

gereklidir.
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