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Ozet: Epidermal biyume faktorii (EGF), dik molekiiler girlikli bir polipeptitdir. Epidermal bilyiime faktord,
reseptore (EGFR) ltanarak hicrelerde bolinme ve farkirtzay! uyarir. Cafma epidermal biyime faktér resep-
téranun hdcre bélinme ve farkgtaasinin fazla oldgu tropigi bezindeki dalimi ve reseptoriin hiicre ici yegim
yerinin belirlenmesi amaciyla planlandi. Uropigi bezinden elde edilen parafin bloklara indirekt Avidin-Biotin
Peroksidaz immunohistokimyasal yontem uygulandi.

Calsmada EGFR’nin, 6zellikle bezin bazal bdlgesinde yer alan tubuluslarin bazal membran lzexee kéidee-

lerinde fazla, lumene gou yer alan dier hiicrelerde ise, ¢cok az eksprese gldwapikal bolgedeki tubuluslarin
duvarini olgturan tim hicrelerde ise EGFR ekspresyonunursioidatte oldgu belirlendi.

Sunulan cadmada bazal hicrelerde EGFR ekspresyonunun yiuksek seviyede g6zlenmesi bu hiicrelerin sik mitoz
aktivite gosterdi, glikojen bolgesi olarak tanimlanan, apikal bélgedeki tim hiicrelerde EGFR ekspresyonunun orta
siddette olmasi, EGFR’nin bu hticrelere glukoz transportunda rol gynadkla getirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Uropigi bezi, Epidermal biyiime faktor reseptor (EGHR)nunohistokimya.

Immunohistochemical Localization Of Epidermal Growth Factor Receptors
(Egfr) In The Uropygial Glands Of Cockrell

Summary: Epidermal growth factor (EGF) is a low molecular weight polypeptide. EGF stimulates cell proliferation
and differentiation by binding to its reseptors (EGFR).The aim of the present study was to determine the distribution
and intracellular localization of epidermal growth factor receptor (EGFR) in the uropygial gland in which cell pro-
liferation and differentiation is present. We applied Labelled Avidin Biotin Peroxidase immunohistochemistry
method to paraffin sections to show the localization of EGFR.

In this study, particulary, the basal cells, which lie on the basement membrane of the tubules in the basal region,
showed the strongest expression, the other cells towards the lumen of the tubule showed slightly expression to the
EGFR antibody. Medium EGFR expression was observed in all cells of the apical region.

According to our results, strong EGFR expression in the basal cells show that these cells are mitogenic. The medium
EGFR expression in all of the cells of apical region which is known as glikogen region supposes us that EGFR may
have effects on glucose transportation.
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Giri s Cogu kanathlarda bulunur, bazi ekzotikskarda
ise oldukca biyiiktd. Bez yerleim bélgesi ve
Uropigi bezi kanatlilarin son sakrum omu- biyiikligiinde farkliliklar olmasina gmen, me-

ru tUzerinde, kuyrgun blyik dumen tlylerinin alt  melilerdeki y& bezlerine benzer 6zelliklere sa-

kisminda yer alan cift loblu holokrin bir bezdir. hiptir, ayrica histolojik ve histokimyasal ¢gaha-
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larda Uropigi bezinin memelilerin gabezlerinin Materyal ve Metot

karsiti oldugu belirtilmistir>’. Bezin her bir lobu

bagdoku ile sarili ve lumene @ou uzanan pek Arastirmada 0Ozel bir tavukguluksletme-
cok tubulden olgur. Bu tubullerin alt yarimi ya sinden alinan 10 adet 1 gunliksta Isobrown
bolgesi, lumene bakan Ust yarimi ise glikojen erkek civcivler kullanildi. Civcivler 20 hafta sure
bolgesi olarak tanimlartir Her bir tubul, bazal ile UU Veteriner Fakiltesi Uygulama ve Ata-
membran Uzerine yedmis kicik yassi bazal ~ma Merkezinde bulunan gtama kiimeslerinde,
hiicrelerden, tubuliin lumenine ga yuvarlak normal rasyonla beslenerek, barindirildi.

cekirdekli, poligonal sekilde hlcrelerden ve Eriskin doneme gelen horozlarin boyunlari
tubulin lumenine en yakin bolgede ise, daha bi- kesilip 6ldurtldiikten hemen sonra Uropigi bezleri
yiik ve piknotik cekirdekli hiicrelerden glur’”® cikartildi ve %10’luk formol-alkol solusyonunda

Yag bolgesindeki hiicrelerde lipid sentezi, meme- tespit edildi. Daha sonra dokular rutin histoloji
li hayvanlarin yg bezlerinde oldgu gibidir ve teknigiyle ylzeye paralel olarak parafinde
lipid metabolizmasinda aktif olan enzimler bol bloklandilar. Parafin bloklardan elde edilen 5-7
miktardadif*. Glikojen bélgesindeki hiicrelerde Hm kalinlgindaki kesitlere indirekt Avidin-Biotin
glikojen ve asit fosfatazin bulungu bildirilmek- Peroksidaz immunohistokimyasal yéntemi uygu-
tedi. Uropigi bezi ile ratlarin ya bezlerinin  landf®.

androjene baiml bir yapisi oldgu ve Uropigi . . )

bezinin, y& benzeri bezler tizerine androjenlerin IMmunohistokimyasal prosedur

etkisini incelerken bir model olabilegie ileri . . .

surtlmigtur”®, Ayrica tropigi bezinin androjenite _ Immunohistokimyasal boyamada EGF re-
icin iyi bir marker olabilecgi®, tropigi bezinde septérinin karboksil ucundaki b|r_ peptid bolge3|-
androjen reseptorlerinin yestisi’? ve bu resep- ne kasl _ta\@andg hazirlanmgi poliklonal anti-
toérlerin konsantrasyonunun testosteron ile kontrol EGFR prlmer“ar?tlkor (Sar.1ta Qruz) kullanild.
edildigi bildirilmi stir'3, _ EG_F_R_’un |mmunoh|s_to_k|mya_sal olarak_ be-
lirlenmesi i¢in, standart Avidin Biotin Peroksidaz

Epidermal biylme faktora I%GF) ise, ik | ompleks tekrii Avidin Biotin kompleks kit
olarak fare submandibular bezindeve insan  (ganta  Cruz) kullanilarak yapildi.  Kesitler

idrarinda_bulunafi, 53 aminoasitten ofan tek  geparafinize edildikten sonra suyu giderildi ve
zincirli bir polipeptiddir. EGF, hucre ylzeyine proteoliz icin % 0.05 Saponin solusyonunda
lokalize olan 170 kDa @rliginda glikoprotein  20dk. tutuldu. Endojen peroksidaz aktivitesini
yapisindaki epidermal blylme faktor reseptdre gidermek icin. distile su icinde hazirlannB%
(EGFR) balanarak, hem in vivo hem de in vitro H;O; icinde 10 dk inkibe edildi. PBS ile yikama-
ortamdaki ceitli hiicreler tizerinde giiclui bir bo- Y1 takiben kesitler spesifik olmayan proteingba

linme ve farklilama 6zellgine sahiptir.in viro ~ lanmalarini 6nlenmek amaciyla % 1,5 kegi seru-
calsmalarla, bilyiime faktorlerinin gabezi hiic- ~ munda 60 dk. muamele edildi. Daha sonra kesit-
relerf® hiicre cgalmasinin ve farkligmasinin ler 1:1000 dilusyondaki primer poliklonal antikor

anti-EGFR ile 37°C de 30 dk. inkube edildi. Ke-
g " L _sitler biotinlenm§ goat anti-rabbit sekonder anti-
etkisi incelenmtir. Ayrica in vitro ortamda bil kor ile 30 dk. oda isisinda bekletildi ve yikamay!

dlr_cm embr?_yo__larlnln U"ro"pigi b_e_zi_ hUcreI«_ariSnde, takiben, avidin- biotin peroksidaz komplekste oda
epidermal bilyume faktorin etkisi incelestin”.  gcauisinda 30dk. inkibe edildi. 3,3-diamino-

Kaynaklarda memelilerdeki gabezlerine benzer  pansidine (DAB) kromojen olarak kullanildi ve

Ozellikte olan Uropigi bezinde EGFR ile yapilan hematoksilen ile zit boyama yapilarak preparatlar
in vivo immunohistokimyasal ¢amaya rastlan-  entellan yaptirici ile kapatildi. Negatif kontrol

cok goruldigi derideki keratinositléf®* tizerine

mamstir. kesitlere primer antikor yerine PBS solusyonu
Calisma, hiicre bélinmesi ve farkiglaa- uygulandi.

sinda énemli rol oynayan epidermal biyime fak- Tuam kesitler iki bgimsiz gozlemci tarafin-

tor reseptoriniin (EGFR), hiicre béliinmesinin ve dan incelenereksagidaki skorlamaya gore der-

farklilasmasinin fazla oldgu Uropigi bezindeki  lendirmeler yapild.

dagihminin ve reseptorin hicre icindeki yaiie Boyanmama = -, Zayif boyanma = +, Orta dere-

minin belirlenmesi amaciyla planlanyr. cede boyanma = ++,

Kuvvetli boyanma = +++



Bulgular

Uropigi bezinin bgdokudan bir kapsiille
sarili old@gu ve bu bezi olgturan ¢ok sayidaki
tubullerin lumene dgru uzandg gozlendi.
EGFR boyanma ygunlugu bakimindan tubulus-
larin, bazal ve apikal olmak Uzere iki bolgeden
olustugu belirlendi Sekil 1).

Uropigi bezinde EGFR yerani. a: Bazal kisim
b: Apikal kisim Bar 1Q@n
Fig. 1:
The localization of EGFR in the uropygial gland.
a. Basal region b. Apical region. Bar 4.

Bazal bolgede yer alan tubullerin duvarin-
daki hicrelerde EGFR boyanma gymluguna
bakildginda, bazal membran Uzerine yenhs
tek sirall yassi hicrelerde kuvvetli boyanma,
tubulin lumenine dgru yer alan 3-4 sira halinde
yerlesmis yuvarlak cekirdekli poligonal hicreler-
de cok zayif boyanma, lumene bakan birkac
piknotik cekirdekli poligonal hicrelerde ise bo-
yanmanin olmag¢gh gozlendi Sekil 2, tablo).
Tubullin apikal yariminda, bazal membran Uzeri-
ne yerlamis yassi hiicrelerde ve bunun Gzerinde
yer alan poligonakekilli tim hicrelerde EGFR
boyanma ygunlugunun ortasiddette oldgu goz-
lendi Sekil 3, tablo).

Tablo. Horozlarin Uropigi bezinde EGFR ekspres-
yonu gosteren skor dgerleri.

Table. Shows the score evalations of EGFR
expression in the uropygial gland of

Cockrell.
Bolgeler l. kaEmandak| I, ka}mandak| M. kﬁtmandak|
Hicreler Hicreler Hicreler
Bazal Bolge +++ +-
Apikal Bolge ++ ++ ++

Semboller: Boyanmama= -, ¢ok zayif boyanma = +/-,

Orta derecede boyanma = ++, Kuvvetli boyanma = +++,
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Reseptoriin hicre icindeki yegimine ba-
kildiginda, sitoplazma iginde boyanmagyalu-
guna bgli olarak az yada c¢ok yon granuller
tarzda gozlendigekil 3).

Sekil 2:
Tubullerin bazal bolumU. Bazal hiicreler (okha
II. katmandaki hicreler (11); 1ll. katmandaki hiic-
reler (ok) Bar 25um.
Fig. 2:
The basal region of the tubules. Basal cells
(arrowhead); The cells of zone II. (II); The cells
of zone lll. (arrow) Bar 2m.

Sekil 3:
Tubullerin apikal bélimu. Bar 2bm.
Fig. 3:
The apical region of the tubules. Bar 2%.

Tartisma

Kanatlilarda yapilan histolojik ve histokim-
yasal ¢camalarda tubuluslarin bazal yarimigya
apikal yarimi ise glikojen bdlgesi olarak tanim-
lanmstir>’®?” EGFR ile yapilan bu camada
genelde tubullerin bazal ve apikal kismindaki
hicrelerde EGFR ekspresyonunun farkli @ldu
gozlendi. Cahmada bazal bdlgede kapsuliin he-
men altinda yerken tubullerin bazal membran
Uzerinde bulunan tek sirali yassi hicrelerinde
EGFR boyanmasinin dahagm olduyu gozlen-
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di. Fukuf® EGF’nin varlginda, embriyonik bil-
dircin Uropigi bez epitel hiicrelerinin daha erken
gelistigini ve EGF'nin hicre proliferasyonunu
uyardgini belirtmitir. Ayrica hamsterlerin ya
bezlerinde EGF’nin mitoz aktiviteye sahip ofau

ve hicre icinde yadamlaciklarinin olgumunun,

bu yag bezlerinde hiicre proliferasyonunagha
oldugu  belirtilmistir®®.  Epidermisin  bazal
membran (zerine yeden epitel hicrelerinde,
yag bezlerinde, kil follikiillerinde, dolayisiyla
cogalma kapasitesine sahip olan bdlgelerdeki
hicrelerde EGFR ekspresyonunun @ldou bil-
dirmislerdi’*®.  Calsmada, literatiirlerd&?*2
belirtildigi gibi tubullerin bazal membran tzerine
yerlesen yassi hicrelerinde EGFR ekspresyonu-
nun fazla oldgu belirlendi. Yassi hicrelerde
EGFR ekspresyonunun gézlenmesi bu hicrelerin
mitoz aktiviteye sahip oldiunu akla getirmekte-
dir. Bazal bolgede yer alan tubullerin duvarini
olusturan epitel hicrelerden, yassi hicrelerinin
disindaki dger hicrelerde, EGFR ekspresyonu-
nun cok zayif oldgu, lumene bakan birkac htic-
rede ise ekspresyonun olmg@idgozlendi. Daha
once yapilan histokimyasal gahad&® bu bolge-
deki htcrelerin ya hiicresi olma yontnde farkl-
lasmis ve lipit ile dolu hicreler oldgu gozlendi.
Farklilasmaya balayan ve blylme potansiyelini
kaybetm§ hlcrelerde EGFR ekspresyonunun
olmadgl ve reseptdr sayisinin belirgin derecede
azaldgi®, in vitro yapilan cagmadd’ insan
sebositlerinin proliferasyonu (zerine EGF'nin
etkili olmadgi, buna rgmen hamster sebositleri
Uzerine EGF'nin proliferatif etkisi oldiu ve bu
farklihgin htcre tdrlerinden ileri gelgii 6ne su-
ralmdstdr. Bunun yaninda, EGF’'nin mitoz aktivi-
tenin artmasinda etkili olgu kadar antilipojenik
bir faktor oldwgu, kialtir medyumunda EGF
azaldikca hicrelerde lipogenezisin &rttbelir-
tilmistir?®>. Sunulan cajmada, literatiirlere benzer
olarak (20,24) EGFR ekspresyonunun ¢ok az ya
da hi¢ gbzlenmemesi bu hicreleringyhicresi
olma yonunde farkligigini ve hicrelerde ya
olusumuna bgh olarak EGFR ekspresyonunun
azaldgl sonucuna varilabilinir.

Apikal bolgede yer alan tubullerin duvarini
olusturan tim htcrelerde EGFR ekspresyonunun
orta siddette oldgu gb6zlendi. Literattrlerde bu
bolgenin glikojen bolgesi oldw, bu hicrelerde
glikojen ve asit fosfatazin ayrica glikojen ile
birlikte nétral musinleriff bulundgu bildirilmis-
tir. in vitro yapilan bir cajmadd® yag hiicreleri-
ne glukoz transportunda insulin reseptdrinin
oldugu kadar EGFR’lUn de rolu oldu ve bu re-

septérin EGF ile dd, insulin ile uyarildgl be-
lirtilmi stir. Dolayisiyla caymamizda bu bdlgede-
ki tim hicrelerde EGFR ekspresyonunun g6z-
lenmesi EGFR’UnUn bu hicrelere glukoz
transportunda rol oynagini akla getirmektedir.

Calsmada EGFR’Un hlicrenin sitoplazma-
sinda granul tarzinda homojen kekilde yayil-
dig1 gozlendi. Yapilan taramalarda bununla ilgili
bir literatlire rastlanmangtir.
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