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Ozet

Transforme edici bityiime faktorii alfa (TGF-a), ovaryumlarda ovositlerin olgunlagsmasinda, graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunda ve
diferansiyasyonunda dnemli roller oynayan bir bityiime faktoriidiir. Bu ¢alisma, eriskin kedi ovaryumlarinda ilk defa TGF-o’nin immunohis-
tokimyasal yerlesiminin belirlenmesi amaciyla yapildi. Caligmada 10 adet, evcil, eriskin kedi ovaryumu kullanildi. Dokular %10’luk tampon-
lanmis notr formol soliisyonunda tespit edildi ve rutin histolojik prosediir uygulandi. Kesitlere Crossman’in iglii boyamasi uygulanarak ova-
ryumlarin genel histolojik yapisi ve indirekt streptavidin-biotin-peroksidaz kompleks yontemi uygulanarak TGF-o’'nin immunohistokimyasal
yerlesimi incelendi. Ovaryumlarda TGF-a’ya ait pozitif boyamalarin sadece grantiloza hiicrelerinde, teka interna hiicrelerinde, follikiillerin
ovositlerinde ve teka lutein hiicrelerinde oldugu goriildii. Primordiyal follikiillerin ovositlerinde, biiyiik antral ve atretik folikiillerin graniilo-
za hiicrelerinde siddetli immun reaksiyon gozlendi. Follikiillerin ¢evresini saran teka interna katmaninda ve teka lutein hiicrelerinde ise orta
siddetli immun reaksiyon gozlendi. Sonug olarak, TGF-a’nin eriskin kedi ovaryumlarinda parakrin ya da otokrin bir diizenleyici olarak hem
folikiilogeneziste hem de graniiloza hiicrelerinin proliferasyonunda ve differansiyasyonunda rol oynayacagi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Immunohistokimya, Kedi, Ovaryum, TGF-a.

Abstract
Immunohistochemical Localization of TGF-a in Cat’s (Felis Catus) Ovary

Transforming growth factor alpha (TGF-a) is a growth factor that plays important roles in the maturation of oocytes, proliferation, and dif-
ferentiation of granulosa cells in ovaries. This study was performed to determine the immunohistochemical localization of TGF-a in adult
cats’ ovaries for the first time. Ten domestic breed, adult cats’ ovaries were used in this study. Tissues were fixed in 10% neutral buffered
formalin solution and routine histological procedure was performed. Crossman's triple staining was applied to the sections to examine the
histologic structure of the ovaries and immunohistochemical localization of TGF-a was examined using the indirect streptavidin-biotin-per-
oxidase complex method. Positive staining for TGF-a in ovaries was observed only in granulosa cells, theca interna cells, oocytes, and theca
lutein cells. Intense immunoreaction was observed in oocytes of primordial follicles and granulosa cells of large antral and atretic follicles. A
moderate immunoreaction was observed in the layer of theca interna surrounding the follicles and in theca lutein cells. In conclusion, it was
concluded that TGF-a may play a role in both folliculogenesis and proliferation and, also differentiation of granulosa cells as a paracrine or
autocrine regulator in adult cat ovaries.
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Giris

Evcil kediler (Felis Catus) Felidae familyasinin 37 tiiriin-
den biridir. Evcil kedi digindaki hemen hemen tim kedi
tiirlerinin nesli tiikenme tehlikesi ile kars1 karsiyadir. Gii-
niimiizde pet hayvani olarak yetistirilen evcil kediler, 6zel-
likle nesli titkenmekte olan vahsi kedilerin genetik soy ve
biyogesitliliginin siirdiiriilmesi i¢in yardimci iireme tek-
niklerinin gelistirilmesi amaci ile de kullanilmaktadirlar'.
Evcil kediler, 1rka, 151k periyoduna ve kilo artisina baglh
olarak genellikle 8-12 aylik olduklarinda cinsel olgunluga
(puberte) erisirler. Mevsime bagli polidstrus (¢oklu dstrus)
gosteren evcil kedilerin ovaryumu, folikiiler gelisimin in-
celenmesi i¢in de 6nemli bir modeldir. Clinkii erigkin kedi
ovaryumunda biitiin folikiil evreleri (primordiyal, primer,
sekonder, pre-antral ve antral folikiiller) stirekli olarak go-
riilebilmektedir’. Bununla birlikte insan ve kedi ovositleri-
nin ¢ap, ¢ekirdekeik boyutu ve hiicre kiiltiiriinde ovositin,
mayozun metafaz II asamasina ulagma stiresi gibi benzer
ozellikler tasimasi nedeniyle, infertilite sendromlu kadin-
lar i¢in de iyi bir model teskil etmektedir’.

Ovaryumlarda follikiiler gelisim ve ovositlerin olgunlagma-
sinda hormonal mekanizmanin yani sira bitytime faktorleri
gibi intraovarian faktorlerde etkilidir®. Biiyiime faktorleri
kendileri i¢in spesifik olan hiicre membrani reseptérlerine
baglanarak hiicre proliferasyonunu ve differensiyasyonunu
diizenleyen polipeptitlerdir. Transforme edici biiytime fak-
torii alfa (TGF-a), epidermal bitytime faktorii ailesinin bir
tiyesidir ve 50 amino asitten olusan 5.6-20 kDa molekiiler
agirlikli bir polipeptittir. %30-40 epidermal biiyiime fakto-
riine yapisal benzerlik gosterir*®. TGF-a, epidermal biiyii-
me faktorii reseptorlerine tirozin kinaz yolu ile baglanarak
aktive olur ve epidermal biiyiime faktériine benzer biyolo-
jik etkiler gosterir®. Oyle ki, TGF-a’nin epidermal biiyiime
faktorii reseptoriine baglanmada epidermal bityiime fakto-
riine oranla 100 kat daha fazla afinite gosterdigi bilinmek-
tedir’. TGF-a, ¢ogu mezodermal ve ektodermal dokularda
mitojenik etki gosterir, bunun yani sira anjiogenik bir ajan-
dir’. TGF-a, epidermal biiylime faktori, transforme edici
bitylime faktorii beta ve insiilin benzeri biiytime faktorii
gibi bityiime faktorlerinin ovaryumda meydana gelen fol-
likiilogenezis, ovositlerin olgunlagmasi, graniiloza hiicre-
lerinin proliferasyonu, steroidogenezisin diizenlenmesi ve
kontroliinde 6nemli roller oynadig1 bilinmektedir®®. Insan,
rat, domuz, inek ve tavuk ovaryumlarinda yapilan in vivo
ve in vitro ¢galigmalarda TGF-o’nin varliginin gosterilmesi-
ne karsin kedi ovaryumlarinda TGF-a’nin varligina iliskin

herhangi bir ¢alismaya rastlanmamaigtir 118,

Bu ¢aligmanin amaci, eriskin kedilerin ovaryumlarinda
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TGF-o'nin ilk defa immunohistokimyasal yerlesiminin
gosterilmesidir.

Materyal ve Metot

Sunulan ¢alismanin materyalini, yerel veteriner klinikle-
rine hayvan sahipleri tarafindan kisirlagtirilmak tizere ge-
tirilmis ve rutin ovaryohisterektomi operasyonu uygulan-
mus, yerli 1rk, yaslar1 8 ay ile 2 yasa kadar degisen 10 adet
puberteye erismis, saglikli disi kedinin ovaryumlar1 olus-
turdu. Ovaryohisterektomi operasyonu sonrasinda rutin
olarak tibbi atiga ayrilan ovaryum dokular1 hasta sahiple-
rinin bilgisi dahilinde toplandi. Tarim Bakanligrnin dene-
timi altinda faaliyet gosteren bu yerel klinikler operasyon
oncesi ve sonrasinda hayvan refahini ist diizeyde tutmak-
tadirlar. Bu nedenle ¢alismada etik kurul belgesine ihtiya¢
duyulmamigtir. Operasyon sonrasi alinan ovaryumlar se-
rum fizyolojik ile yikandiktan sonra %10’luk tamponlan-
mus notr formol soliisyonunda 24 saat tespit edildi ve ru-
tin histolojik prosediir uygulanarak parafinde bloklandi.
Parafin bloklardan 5 pm’lik kesitler alinarak lizin ile kapli
lamlara ¢ekildi. Ovaryumlardaki histolojik yapilarinin
incelenmesi ve folikiillerin siniflandirilmasi igin kesitlere
Mallory’nin Crossmon tarafindan modifiye edilen iiglii bo-
yama yontemi uygulandi. Boyanan kesitler 151k mikroskbu
ile (Nikon eclipse 80i, Tokyo, Japonya) incelendi.

Folikiillerin Siniflandirilmasi

Bu ¢alismada folikiillerin siniflandirilmasi, Bristol ve Wo-
odruffin (2003) folikil siniflandirma kriterlerine gore
ovosit ¢evresindeki graniiloza hiicrelerinin sekli ve katlilig
goz oniine alinarak yapilmistir *(Tablo-1).

Tablo-1: Kedi ovaryumlarinda folikiillerin siniflandirilmasi2.

Adlandirma Tanmm

Primordiyal Folikiiller Ovosit gevresinde tek katli yassi graniiloza hiicre katmam
bulunan kiigiik ¢apli folikiil.

Primer Folikiiller Ovositin ¢evresinde tek katl kiibik graniiloza hiicre katmanina
sahip kiigiik ¢aph folikiil.

Sekonder Folikiiller Ovositin ¢evresinde 2-3 katli graniiloza hiicreleri bulunan ve
folikiiliin dis kisminda teka katmamnin gériilmeye basladigi
folikiil.

Kiiciik Antral Folikiiller ~ Folikiil igerisinde graniiloza hiicreleri arasinda kiigiik bir
bosluk igeren folikiil. Graniiloza hiicreleri ile teka katmanlar
birbirine bitisik.

Biiyiik Antral Folikiiller ~ Folikiil igerisinde graniiloza hiicreleri arasinda biiyiik bir

bosluk bulunan biiyiik capli folikiil. Kumulus ovoforus
graniiloza hiicreleri ile temas halinde ve iki katli teka katmam
belirgin.

Immunohistokimyasal Boyama

Parafin kesitlerde TGF-a’'nin immunohistokimyasal yer-
lesimi indirekt streptavidin-biotin-peroksidaz kompleks
yontemi uygulanarak gosterildi’. Lizinli lama g¢ekilen
kesitler, deparafinize edildikten sonra antijenin agiga ¢i-
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kartilmas1 icin distile su icerisinde hazirlanan %0,05lik
Saponinde (Serva, Heidelberg, Germany) 20 dakika oda
isisinda bekletildi. Kesitler fosfat buffer soliisyonunda
(PBS) yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesi, % 0.3’lik
hidrojen peroksitte oda 1sinda 10 dakika bekletilerek en-
gellendi. PBS ile yikamadan sonra kesitler spesifik olmayan
boyanmay1 engellemek amaciyla sekonder kit igerisindeki
kullanima hazir bloklama soliisyonunda (Histostain® Plus
Kit, 85-6743, Zymed Laboratories, San Francisco, CA) oda
wisisinda 1 saat inkiibe edildi, bunu takiben kesitler 1 gece
+4 °Cde kullanima hazir primer monoklonal antikor an-
ti-TGF-a (Neomarker, RM9101) ile inkiibasyona birakil-
di. PBS ile yikanan kesitler kullanima hazir biotinlenmis
sekonder antikor (Histostain® Plus Kit, 85-6743, Zymed
Laboratories, San Francisco, CA) ile oda 1sinda 15 daki-
ka bekletildi, yikamay1 takiben kullanima hazir streptavi-
din-HRP komplekste (Histostain® Plus Kit, 85-6743, Zy-
med Laboratories, San Francisco, CA) oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi. Siire sonunda kesitler PBS ile yikand1
ve substrat kromojen-3,3’-diaminobenzidine (DAB- Zy-
med Laboratories, San Francisco, CA)de 5 dakika tutula-
rak renk gelisimi saglandi. Kesitlerin Harris hematoksile-
ni (HHS16, Sigma Aldrich, Germany) kullanilarak karsit
boyamasi yapildi. Negatif kontrollerde de ayni protokol
uyguland: fakat primer antikorlar yerine PBS kullanild1.
Immunohistokimyasal degerlendirme 151k mikroskobunda
(Nikon eclipse 80i, Tokyo, Japonya) semikantitatif olarak
yapildi. Buna gore hedef hiicrelerin boyanip boyanmama-
sina, boyanan hedef hiicrelerdeki boyanma yogunluguna
bakilarak boyanmama (-), zayif boyanma (+), orta siddette
boyanma (++), siddetli boyanma (+++) 6zelliklerine gore
0'dan 3% kadar degerler verilerek yapild:*.

Bulgular

Histolojik Bulgular

Eriskin kedilerin ovaryumlar: incelendiginde organla-
rin saglikli bir yap1 gosterdigi belirlendi. Buna goére ovar-
yumlarin korteks ve medulla olmak tizere iki boliimden
olustugu goriildii ve bu iki bolge arasinda kesin bir sinir
gozlenmedi. Ovaryum yiizeyinin tek katli kiibik epitel hiic-
relerinden meydana gelen germinatif epitel ile ortiili oldu-
gu ve germinatif epitelin altinda siki bagdokudan olusan
tunika albuginea tabakasinin varlig1 gézlendi. Ovaryum-
larin korteks bolgesinde primordiyal folikiiller ve cesitli
gelisme donemlerinde olan folikiiller (primer, sekonder
ve antral folikiiller) ile gerileme asamasinda olan atretik
folikiiller gozlendi. Follikiiller arasinda intersitisyel hiic-
relerin ve korpus luteumlarin varlig1 belirlendi. Medulla
bolgesi incelendiginde ise gevsek bagdoku igerisinde kan
damarlari, lenf damarlari ve sinir tellerinden zengin oldu-
gu gozlendi (Sekil-1).
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Immunohistokimyasal Bulgular

Sekil-1: Eriskin kedi ovaryumunun genel goriinimii. Masson'un tglii

boyamasi, x40. *:primordiyal folikiil, sf:sekonder folikiil, ka:kiigiik an-
tral, ba:biytik antral folikiil, af:atretik folikiil, kl:korpus luteum, ti:teka

interna katmanu, tl:teka lutein katmani, M:medulla.

Tablo-2: Kedi ovaryumlarinda TGF-o’nin immunohistokimyasal deger-
lendirme sonuglari. (-) boyanmama, (+) zayif boyanma, (++) orta sid-

dette boyanma, (+++) siddetli boyanma.

Folikiil Simifi Ovosit Graniiloza Teka interna Teka lutein
hiicresi katmam hiicresi
Primordiyal +++ +
Folikiil
Primer Folikiil + +
Sekonder Folikiil + ++ ++
Kiiciik Antral + ++ ++
Folikiil
Biiyiik Antral + +++ ++
Folikiil
Atretik Folikiil +++ ++ ++
Immunohistokimyasal —bulgular  degerlendirildiginde,

TGF-aya ait pozitif boyanmalarin primordiyal ve gelisme
doneminde olan follikiillerin ovositlerinde, gelisme ve ge-
rileme asamasindaki folikiillerin graniiloza hiicrelerinde
gozlendi. Ayrica sekonder, kii¢iik ve biiytik antral folikiille-
rinin teka interna hiicrelerinde ve teka lutein hiicrelerinde
farkli siddetlerde hiicre igerisinde intrasitoplazmik TGF-a
ekspresyonu belirlendi (Tablo-2).

Primordiyal follikiillerin ovositlerinde siddetli (+++) re-
aksiyon gozlenirken diger follikiillerin ovositlerinde zayif
(+) reaksiyon gozlendi. Graniiloza hiicrelerindeki immun
boyanma yogunlugu degerlendirildiginde, biiyiik antral ve
atretik folikiillerin graniiloza hiicrelerinde siddetli (+++)
reaksiyon saptanirken kii¢iik antral ve sekonder folikiil-
lerin graniiloza hiicrelerinde orta siddetli (++), primer ve
primordiyal folikiillerin graniiloza hiicrelerinde ise zayif
(+) immun reaksiyon saptandi. Sekonder, kiigiik ve biiyiik
antral folikiillerinin teka interna katmaninda ve teka lutein
hiicrelerinde orta siddetli (++) immunreaksiyon belirlendi
(Sekil-2). Negatif kontrol kesitlerinde ise herhangi bir re-
aksiyona rastlanmadi.

Tartisma ve Sonug
Ovaryumlarda sekillenen folikillogenezis oldukga karma-
sik fizyolojik bir olaydir. Folikiilogenezis; hipofizin 6n lo-
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Sekil-2: Kedi ovaryumunda TGF-a’nin immunohistokimyasal yerlesimi.

A:x40, B:x100. *:primordiyal folikiil, sf:sekonder folikiil, ka:kiigtik antral,

ba:biiyiik antral folikiil, af:atretik folikiil, gh:grantiloza hiicresi,kl:korpus

luteum, ti:teka interna katmana, tl:teka lutein katmani, M:medulla.

bundan salgilanan hormonlarin yani sira ovosit, graniiloza
hiicreleri, teka interna hiicreleri ve intersitisyel hiicreler-
den salgilanan, icerisinde TGF-a’nin da bulundugu cesit-
li biiyiime faktorlerinin de etkisi altindadir?. Insanlarda,
kanatli hayvanlarda ve memeli hayvanlardan rat, domuz
ve ineklerin ovaryumlarinda yapilan in vivo ve in vitro
caligmalarda, TGF-a’nin varliginin gosterilmesine karsin
eriskin kedi ovaryumlarinda TGF-o’'nin varligi ilk defa bu
caligma ile gosterilmistir*®!%-1%,

Ovaryumlarda teka hiicreleri tarafindan iretilen TGF-a,
folikiil gelisimini diizenleyen en 6nemli lokal bityiime fak-
torlerinden biridir*. Yapilan ¢alismalar, TGF-a’nin granii-
loza hiicrelerinin farklilagmasinda giiglii bir inhibitor et-
kiye sahip oldugunu gostermistir*2°. Bazi aragtirmacilarin
insan, domuz, inek, fare ve siganlarda yapmis olduklar:
calismalarda, TGF-a’nin, sekonder ve antral folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde ve teka interna katmanindaki hiic-
relerde eksprese edildigini bildirmislerdir*'*'. Sunulan
calismada da folikiillerin grantiloza hiicrelerinde ve teka
interna katmanindaki hiicrelerde immun boyanma yogun-
luklar1 degerlendirildiginde yukarida bahsi gecen arastir-
macilar ile benzer bulgular saptanmistir. Bunun yani sira
sunulan ¢aligmada biiytik antrumlu folikiillerin ve atretik
folikiillerin graniiloza hiicrelerinde de kuvvetli immun bo-
yanma gozlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda gelismekte olan
ovaryum folikiillerinde teka interna katmaninada lokalize
olan TGF-o’nin komgsu graniiloza hiicrelerini parakrin ola-
rak etkileyip, bu hiicrelerdeki epidermal biiyiime faktorii
reseptoriine baglanarak, androjen biosentezini inhibe edip,
graniiloza hiicrelerinin farklilagsmasini baskilayacagi ayni
zamanda TGF-a’nin otokrin etkilerininde olabilecegi gos-
terilmistir''**2%, Sunulan bu ¢alismada da ozellikle ileri
gelisme asamalarindaki folikiillerin ve atretik folikiillerin
graniiloza hiicrelerinde immun boyanma yogunlugunun
daha fazla goriilmesi kedilerde de teka interna katmanin-
da lokalize olan TGF- o’'nin komsu grantiloza hiicrelerine
etki edip, bu folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin farkli-
lagmasini baskiladigini diistindtirmistiir. Yapilan ¢alisma-
lar gostermistir ki, TGF- a sadece graniiloza hiicrelerinin
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farklilasmasinda degil ayni zamanda luteinizasyon asama-
sindada 6nemli roller iistlenmektedir'*". Kawano ve ark.
(2012) yapmus olduklari in vitro bir galismada TGF- a’nin
varligini insan teka lutein hiicrelerinde gostermislerdir.
Lobb ve ark. (1989) ise ilk defa inek teka lutin hiicrelerinde
TGF- o’nin varligini immunohistokimyasal olarak goster-
mislerdir. Sunulan ¢alismada da TGF- a teka lutein hiicre-
lerinde pozitif immun boyanma gostermis ve yapilan diger
calismalarin 151g1nda kedi ovaryumlarinda TGF- a’nin lu-
teizinasyonda gorev alabilecegi diistintilmiigtiir.

Lundberg ve ark’nin (2022) ineklerde yaptiklar: bir ¢a-
lismada TGF-a'nin ovositlerde eksprese edildigini bildi-
rirken, Li ve ark. (1994) insanlarda 6zellikle primordiyal
folikiillerdeki ovositlerde daha yogun eksprese edildigini
bildirmislerdir. Mito ve ark. (2013) domuz ovositlerinde
yaptiklari in vitro bir ¢alismada ise ¢aliyma medyumundan
gonadotropinler ¢ikarilip yerine TGF-a eklendiginde ovo-
sitlerin olgunlagmasini sagladig: bildirilmistir. Ayrica rat-
larda ve farelerde yapilan ¢aligmalarda da TGF-a’nin ovosit
olgunlagsmasinda etkili oldugu gosterilmistir'>". Sunulan
calisamada da ozellikle primordiyal folikiillerin ovositle-
rinde diger folikiillerin ovositlerine oranla daha kuvvetli
bir immun pozitif boyanma goriilmistiir. Elde edilen bu
bulgular diger arastirmacilarin bulgulari ile paralellik gos-
termektedir.

Sonug olarak yapilan bu ¢aligma ile eriskin kedi ovaryum-
larinda ilk kez TGF-a’nin immunohistokimyasal yerlesimi
gosterilmis ve kedi ovaryumlarinda TGF-o’nin primordi-
yalden antral follikiilere kadar tiim follikiilogenetik asama-
larda gozlenmesi bununla birlikte graniiloza hiicrelerin-
de, teka interna hiicrelerinde, teka lutein hiicrelerinde ve
ovositlerde TGF-a’nin varliginin saptanmasi, kedilerde de
TGF-a’'nin hem folikiilogeneziste hem de graniiloza hiic-
relerinin proliferasyonunda ve differensiyasyonunda rol
oynayacagini diigiindiirmiistiir.
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