Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi
http://www.dicle.edu.tr/veteriner-fakultesi-dergisi

Arastirma Makalesi/Research Article

Y
974~ ISSN:1307-9972 e-ISSN:1308-0679

Kekliklerin Ovaryum ve Testis Dokularinda Bazi Metabolik Hormonlarin Dagilimi

Ugur TOPALOGLU™™, Mehmet Erdem AKBALIK'?, Hakan SAGSOZ"¢, Muzaffer Aydin KETANi%9, Berna GUNEY SARUHAN®®

! Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Diyarbakir, TURKIYE

30RCID: 0000-0002-8306-491X; PORCID: 0000-0001-9898-0593; “ORCID: 0000-0002-5456-697X
4ORCID: 0000-0002-1546-9747; *ORCID: 0000-0002-5111-5524

Gelis Tarihi/Received
05.10.2019

Kabul Tarihi/Accepted
22.12.2019

Yayin Tarihi/Published
31.12.2019

0z

Sunulan galisma keklik ovaryum ve testisinde ghrelin, leptin ve obestatin hormonlarinin dagilimlarini géstermek amaciyla yapilmistir.
Materyal olarak 5 disi (360-420 g) ve 5 erkek (480-540 g) olmak Uzere toplam 10 tane saglikl yetiskin keklik (Chukar partridge) kullanildi.
Keklik genital sisteminden elde edilen doku ornekleri %10’luk formol-alkol soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin histolojik
islemlerden gegirildi ve peptidlerin lokalizasyonunu gostermek amaci ile immunohistokimya boyamasi yapildi. Bu peptidlerin testisin
seminifer tubullerinde ve bazi interstisyel hiicrelerinde; ovaryumun ise germinatif epitelinde, follikiillerde ve stromadaki bazi bag doku
hiicrelerinde lokalize oldugu gozlendi. Boylece incelenen peptidlerin kanath genital sistem organlarindan testis ve ovaryum lzerinde
fonksiyonel bir etkileri olabilecegi diistinuldi.

Anahtar Kelimeler: Ghrelin, Leptin, Obestatin, Ovaryum, Testis

Distribution of Some Metabolic Hormones in Partridge's Ovary and Testicular Tissues

Abstract

The study was conducted to show the distribution of ghrelin, leptin and obestatin hormones in partridge ovary and testis. A total of 10
healthy adult partridges (Chukar partridge) were used as material 5 females (360-420 g) and 5 males (480-540 g). Tissue samples obtained
from the partridge genital system were detected in 10% formol-alcohol solution and then subjected to routine histological procedures
and immunohistochemical staining was performed to show the localization of the peptides. These peptides were observed to be localized
in seminiferous tubules and some interstitial cells of testes and germinative epithelium of ovary, follicles and some connective tissue cells
in stroma. Thus, it was thought that the peptides examined could have a functional effect on testes and ovaries from poultry genital

system organs.
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GIRIS

Kanatl erkek Gireme sistemi, testisler, epididimis, duktus de-
ferens ve kloakadaki erektil organiigerir. Bu tirlerde testisler
memelilerden farkli olarak karin boslugunda yer alir ve islev-
lerini 41-42 °C vicut sicakliginda strdirir. Testislerin islev-
lerini yerine getirmesi icin termoregilasyonunun hava kese-
leri tarafindan saglandigi dusinilmektedir. Testisler distan
fibroelastik yapida olan bir kapsil ile sarilmistir. Tunika albu-
ginea olarak adlandirilan bu kapsil memelilerin aksine ¢ok
ince olup organi septalara ayirmamaktadir. Bununla birlikte
seminifer tubuluslari olusturmak tizere iplik seklinde ¢ok ince
bir bag dokusu tunikadan igeri girmektedir. Ayrica kanath
testisinin ara dokusunda kan ve lenf damarlari, leydig hiicre-
leri (intersitisyel hlcreler), makrofajlar, fibrositler, miyofib-
roblastlar ve sinir tellerinin bulundugu ifade edilmistir (1, 2,
3).

Kanath disi genital sisteminin fonksiyonel gonadi sol
ovaryum olup abdominal kavitenin sol tarafinda, orta hatta
yakin olacak sekilde yerlesmis diizensiz sekilli, pembemsi bir
organdir. Ovaryumlar dorsal viicut duvarina mezovaryum
denen bir periton yapragi ile tutturulmustur. Mezovaryumda
kan damari, fibréz bag dokusu, diiz kas ve sinirler yer alir ve
bunlarin hepsi birden ovaryan sapini meydana getirirler.
Ovaryum, dista yumurta hicrelerini barindiran follikillerin
bulundugu korteks ile icte bag dokusundan meydana gelen
vaskiiler bir medulladan olusur. Ovaryumun yuzeyi kibik
germinal epitel ile kaplanmis ve dis katmanlar ile ara stromal
alanlar korteks olarak ifade edilmistir. Korteks germinal epi-
tel, stroma ve 30 ila 400 um arasinda degisen farkli biyuk-
likteki ovalardan meydana gelmektedir. Ayrica kortikal stro-
mada vakuoler, pigment ve intertisyel olarak adlandirilan
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bag doku hicreleri bulunmaktadir. Medulla ise kan damar-
lar, sinir telleri ile diiz kas hiicreleri igeren kisim olarak belir-
lenmistir (2, 3).

Leptin baslangicta beyaz yag doku tarafindan uretilen,
doygunluk ve enerji dengesinin diizenlenmesinde etkili bir
hormon olarak tanimlanmistir. Daha sonra leptinin beyaz yag
dokuda iretilmesinin yani sira karaciger, mide, meme do-
kusu, kemik iligi, barsak, ovaryum, testisler, mide fundusu ve
plasentadan sentezlendigi bildirilmistir (4, 5). Leptin Greme
sistemine etki ederek ergenligin baslamasi ve dogurganlik
gibi fizyolojik olaylarin meydana gelmesinde hipotalamik-hi-
pofiz merkezi noéroendokrin etkisinin yani sira periferde
ovaryum ve testislere etki ederek genital sistemin islevlerine
etkisi oldugu ifade edilmistir (6, 7).

istah hormonu olarak bilinen ghrelinin baslangicta
mide fundusundan salgilandigi, daha sonra yapilan galisma-
larla birlikte bagirsak, kalp, bébrek, karaciger, akciger, pank-
reas, plasenta, ovaryum ve testisten de salindigi belirlenmis-
tir. Bliyiime hormonunun salinimini uyaran ghrelin, gastroin-
testinal, kardiyovaskdler ve genital sistemleri Gizerinde genis
etkileri oldugu ifade edilmistir. Erkeklerde leydig hiicrelerini
etkileyerek bu hiicrelerde testosteron olusumunu ve salini-
mini uyardigl, disilerde ise ovaryum epitelindeki hticre proli-
ferasyonu, oosit olgunlasmasi ve follikiler uyarimlar gibi
Greme sisteminde fonksiyonel etkileri oldugu bildirilmistir (8,
9).

Obestatin baslangigta midenin oksantik mukozasindan
salgilanan anoreksijenik bir peptid olarak ifade edilmistir.
Daha sonra elde edilen bulgularla obestatin immunoreakti-
vitesi pankreas, miyenterik pleksus ve testislerin leyding hiic-
relerinde gorilmustir (10). Obestatinin ekspresyonu ve etki-
leri ile ilgili yapilan ¢alismalarin hala sinirl oldugu ve Greme
sistemi Gzerindeki etkisinin daha tam anlasiimadigi bildiril-
mistir (11).

Bu peptidlerin lokalizasyonu ve etkileri ile ilgili calisma-
lar, genellikle memeliler ile ilgili olup, kanatlilarda oldukga az
sayida arastirmaya rastlanmistir. Bu nedenle, bu calismada
keklik ovaryum ve testisinde ghrelin, obestatin ve leptin hor-
monlarinin lokalizasyonunun immunohistokimyasal yontem-
ler kullanilarak belirlenmesi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Calismanin materyali 5 disi (360-420 g), 5 erkek (480-540 g)
olmak Uzere toplam 10 tane saglikli yetiskin keklikten (Chu-
kar Partridge) meydana gelmektedir. Ozel bir yetistirme gift-
liginden kesim sonrasi elde edilen kekliklerin testis ve ovar-
yum dokulari, %10’luk formol-alkolde 18 saat tespit edildi.
Tespit sonrasi dokular sirasi ile dislikten yiksege dogru de-
receli alkollerden ve metil benzoat serilerinden gegirilip,
benzolle muamele edildikten sonra parafin icine gémaulda.
Daha sonra parafin bloklarindan, ghrelin, obestatin ve leptin
ekspresyonlarini immunohistokimyasal olarak goéstermek
icin 5um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler rutin histolojik
uygulamalar olan deparafinizasyon ve rehidrasyon islemle-
rinden sonra endojen peroksidaz aktivitesini engellemek
amaci ile metanol ile hazirlanmis % 3’lik H202'de 20 dakika
sireyle tutuldu. Daha sonraki asamada preparatlar iki defa
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5’er dk sureyle 0.01M phosphate buffer saline (PBS)'de yi-
kandi. Yikamayi takiben, antijen retrieval islemi igin sitrat
tamponu (0.01 M, pH 6) hazirlanarak 95 0C’de 20 dk siire
kaynatildi ve ardindan sogumasi igin bekletildi. Kesitler spe-
sifik olmayan boyanmayi engellemek amaci ile protein bloc-
king ¢ozeltisi (Ultra V Block) ile oda isisinda 15 dk. inkiibas-
yona tabi tutuldu. Ardindan kesitler 1/100 seyreltilmis anti-
ghrelin primer antikoru (Rabbit polyclonal to Ghrelin Anti-
Ghrelin antibody, Abcam, cat no: ab129383), 1/200 seyreltil-
mis anti-obestatin primer antikoru (Rabbit polyclonal to
Obestatin-Antibody, cat no: ab41704) ve 1/100 seyreltilmis
anti-leptin primer antikoru (Rabbit polyclonal to Leptin Anti-
Leptin antibody, cat no: ab117751) ile bir gece +4°C'de inki-
basyona birakildi. inkiibasyon sonrasi preparatlar 0.01M
PBS’de 5 dk boyunca dort defa yikandi ve oda sicakliginda 20
dk suresince biotinlenmis sekonder antikor ile muamele
edildi. Bu islemden sonra preperatlar tekrar 0.01M PBS’de 5
dk boyunca dort kez yikandi ve ardindan, 20 dk. siire ile
streptavidin peroksidaz sollisyonunda reaksiyona tabi tu-
tuldu ve son defa olacak sekilde 0.01M PBS’de 5’er dakika
dort kez yikandi. Bu uygulamalarin sonucunda reaksiyonu
gostermek amaci ile preparatlar 3’3-diaminobenzidine hyd-
rochloride (DAB) ile 5-15 dk arasinda muameleye tabi tu-
tuldu ve ¢ekirdek boyamasi icin mayers hematoksilende 2-3
dk. bekletildi. Bunun sonucunda olusan zit boyamayi gérmek
amaci ile kesitler cesme suyunda yikandi ve daha sonra alkol
ve ksilol serilerinden gegirilip entallan ile kapatildi. Boyanma-
nin dogrulugunu kanitlama agisindan negatif kontroller kul-
lanildi ve bu kontrollerde primer antikor yerine PBS kullani-
larak inkiibasyon saglandi. Daha sonra preparatlar dijital bir
kamera (Nikon Coolpix 4500) ile donatilmis Nikon Eclipse
E400 (Nikon, Tokyo, Japonya) arastirma mikroskobu kullani-
larak fotograflandi.

BULGULAR

Yapilan immunohistokimya boyamasinda leptin hormonu-
nun ovaryum germinatif epitelinde gicl, obestatinin ise za-
yif bir reaksiyon verdigi gorildu (Sekil 1C, E). Ayrica germina-
tif epitelin altinda yer alan primordiyal follikiil duvarindaki
pre-granuloza hiicrelerinde obestatin immunoreaktivitesi
tespit edildi (Sekil 1E). Bununla birlikte ovaryum korteksinde
bulunan primer follikillerin duvarindaki granuloza hiicrele-
rinde ghrelin, leptin ve obestatin immunoreaktivitesi tespit
edilirken (Sekil 1A, C, E), pre-ovulatorik follikil duvarindaki
granuloza hiicrelerinde leptin immunoreaktivitesine rastlan-
madi. Ancak bu folikiiliin teka interna ve teka eksterna hiic-
relerinde belirgin bir reaksiyon oldugu belirlendi (Sekil 1C).
Ote yandan kortikal stromada ghrelin leptin ve obestatin
hormonlarinin bazi bagdoku hticrelerinde yogun sekilde re-
aksiyon verdikleri goraldi (Sekil 1B, D, F).

Testisi disaridan saran tunika albuginea katmaninda
leptin immunoreaktivitesine rastlandi. Ayrica seminifer tu-
buluslarda bulunan farkli agsamalardaki bazi spermatogenik
hiicre serilerinde ghrelin, leptin ve obestatin immunreaksi-
yonu tespit edildi. Bununla birlikte seminifer tubuller ara-
sinda bulunan intertisyel hiicrelerde de ghrelin, leptin ve
obestatin immunoreaksiyonlarinin var oldugu goérulda (Sekil
2).
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Ghrelin

Leptin

Obestatin

Sekil 1. Keklik ovaryum; ovaryumun germinatif epiteli (ok), Primer fol-
likal (pf), Pre ovulatorik follikil (pof), Primordiyal follikil (prf), korteks
(k), granuloza huicresi (ok basi), teka interna (ti), teka eksterna (te).
Bar: 25 um

Testis

Ghrelin Leptin

(st), spermatogonik hiicre serileri (siyah ok), intertisyel hiicreler
(ok bast), kan damari (kd). Bar: 25 um

TARTISMA VE SONUG

Yapilan galismalarda, yag dokudan ve gastrointestinal sis-
temden salgilanan ghrelin, ve leptinin hipotalamik-hipofiz
gonad ekseninin diizenlenmesine etki ettikleri ve bu peptid-
lerin karbonhidrat ve yag metabolizmasinin yani sira Greme
fonksiyonlar Gzerinde gesitli etkilere neden olduklari ifade
edilmistir (12). Bununla birlikte metabolik etkisi olan diger
peptid hormonu obestatinin de Greme sistemi ve hormonla-
rina etki edebilecegi bildirilmistir (13).
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Ghrelinin, LH ve FSH salgisi tGizerine etki ettigi ve bundan
otlirl Greme islevlerinde énemli bir rol oynadigi bilinmekte-
dir. Ureme fonksiyonlari iizerindeki merkezi etkisinin yani
sira, ghrelinin disi ve erkek gonadlari tizerinde dogrudan et-
kisi oldugu ifade edilmistir (9). Yapilan ¢alismalarda ghrelin
ekspresyonu, disi gonadlarin primordial ve sekonder folikil-
lerin granuloza hiicreleri ve korpus luteum’da, testiste Leydig
hiicreleri gibi cesitli Greme sistemi organlarinda tespit edil-
mistir (14, 15). Yine baska bir calismada memeli ovaryumla-
rinda ghrelin hormonunun genelde luteal hiicrelerde lokalize
oldugu, bunun aksine tavuk ovaryumlarinda ise ¢ogunlukla
granuloza ve teka hiicrelerinde ekspresse oldugu bildirilmis-
tir. Buna gore, ghrelin hormonun tavuk ovaryumlarinda ¢o-
galma, farklilagsma ve apoptozis gibi fizyolojik fonksiyonlari
Gzerine dogrudan bir etkisi oldugunu ileri stirmuslerdir (16).
Calismamizda da ghrelinin primer follikiil duvarinda bulunan
granuloza hicrelerinde ve kortikal stromadaki bazi bagdoku
hiicrelerinde lokalize olmasi ovaryumlarin fizyolojik fonksi-
yonlari (izerinde bir etkisinin olabilecegini diisiindirmekte-
dir.

Ghrelinin, diger hormon ve faktorlerle etkilesime gire-
rek testisin endokrin fonksiyonlarina katki sundugu ileri su-
ralmektedir. Yapilan calismalarda ghrelinin memelilerde ley-
dig, sertoli ve germ hiicrelerinde ekspresse oldugu ifade edi-
lirken tirler arasinda lokalizasyon farkhlklarinin oldugundan
bahsedilmistir. Ozellikle insanda ghrelinin leydig hiicrele-
rinde eksprese edilmesini hiicre farklilagsmasi ile iliskilendirip
testisin fizyolojik fonksiyonlari Gizerine etkisi oldugu ileri siir-
mustlr (9). Yaptigimiz ¢alismada ghrelinin intertisyel hiicre-
lerde ve seminifer tubul duvarinda farkli asamadaki hiicre-
lerde lokalize oldugu gbzlenmistir. Bunun sonucunda ghreli-
nin, keklik testislerinde fizyolojik fonksiyonlara katki sunabi-
lecegi diistinilmektedir.

Leptinin, bircok metabolik etkisinin yani sira embriyo
gelisimi, oosit olgunlasmasi ve ovaryum fonksiyonlari ze-
rinde rolleri oldugu ve memelilerin aksine tavuk ve bildircin-
lardaki saliniminin adipoz dokudan ¢ok az olmasi sonucunda
kanatlilar igin 6nemli bir adipokin olmadigi ifade edilmistir
(17, 18). Daha oOnce yapilan g¢alismada leptinin tavuklarda
ostrojen salinimi Uzerine etkisinin oldugu ve bdylece meme-
lilerde oldugu gibi kanatli ireme aktivitesi Gizerine etki ettigi
ifade edilmistir. Bununla birlikte leptin konsantrasyonu daha
yuksek olan bildircinlarin cinsel olgunluga daha erken ulastigi
ve yumurta verimliginin daha fazla oldugu bildirilmistir (19).
Yapilan baska bir ¢calismada ise ag birakilan érdeklere leptin
enjeksiyonu sonucu gerileyen ovaryumlarda gelisme goriil-
dugi ve plazma 6strojen seviyesi ile LH, FSH reseptorlerinin
ekspresyonlarinda artis oldugu gozlenmistir (20). Calisma-
mizda da leptinin ovaryum germinatif epitelinde, preovolo-
torik folikll duvarindaki teka hiicrelerinde ve primer folliki-
Iin granuloza hiicrelerinde lokalize olmasi, diger kanatli ve
memelilerde oldugu gibi kekliklerde de ovaryumun fizyolojik
fonksiyonlari Gzerine etki edebilecegi disinilmektedir.

Leptin, Greme sisteminde farkli lokalizasyon degerleri
ile hipotalamus-hipofiz-testis ekseninin farkli kisimlarina etki
ederek regiilasyonda 6nemli bir rol oynayabilecegi ifade edil-
mistir. Testislerde leptin ekspresyonu ile spermatogenez ara-
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sindaki iliskilerin arastirilmasi sonucu, leptinin germ hiicrele-
rinde ve ¢cogunlukla spermlerde ekspresse oldugu bildirilmis-
tir (21). Bunlarin yani sira tavuk embriyosu ile bildircinlarin
testis ve ovaryumlarinda, leptin ekspresyonun varligindan
s6z edilmistir (18). Ayrica yapilan baska bir calismada, emb-
riyonik dénemde leptin ilavesi yapilan erkek bildircinlarda,
kontrol gurubuna oranla testestoron hormonu konsantras-
yonunda anlamh derecede fark tespit edildigi belirtilmistir
(19). Bizim arastirmamizda da leptin, tunika albugineada, se-
minifer tubuluslarda bulunan farkli asamalardaki bazi sper-
matogenik hiicre serilerinde ve intertisyel hiicrelerde reaksi-
yonunun goriilmesi testisin fizyolojik fonksiyonlari izerinde
bir rol oynayabilecegini akla getirmistir.

Obestatin, beyni tokluk veya aglik hakkinda bilgilendir-
digi ve potansiyel olarak gastrik mukoza, miyenter pleksus,
pankreas ve testis leydig hiicrelerinde Uretilen asit peptidi
hormonudur. Obestatin hormonun dokulardaki lokalizas-
yonu ve reme islevlerine dahil edilmesine iliskin ¢alismalar
hala sinirlidir. Ancak yapilan galismada obestatinin, kiiltir-
lenmis domuz ovaryum granuloza hiicrelerinde progesteron
salgilanmasini 6nemli dlglide arttirdigi ve yetiskin erkek si-
canlarda da testosteron salgilanmasina neden olabilecegi bil-
dirilmistir (22). Ote yandan obestatinin kanatli Gireme siste-
mini sadece hipotalamik diizeyde degil ayni zamanda ovar-
yum hicrelerini de dogrudan etkileyerek ovaryum fonksi-
yonlarinin diizenlenmesine katki sagladig ifade edilmistir.
Domuzlarda ovaryum hiicrelerinde proliferasyon ve apopto-
zisi tegvik ederken, tavuklarda proliferasyonun baskiladig
ancak steroid hormonlarin salinimi ve apoptozisi tesvik ettigi
bildirilmistir. Bunun yaninda kanath ovaryumunun teka ve
granuloza hiicreleri obestatin karakterini belirleyebilecekleri
ve obestatinin bu hicrelerde morfolojik ve fonksiyonel etki-
lere sahip olabilecegi gosterilmistir (23). Calismamizda da
obestatinin ovaryum follikiil duvarinda bulunan granuloza
hiicrelerinde germinatif epitel ve bazi stromal hiicrelerde
ekspresse oldugu gorilmistiir. Bu sonugla obestatinin keklik
ovaryumunun fizyolojik fonksiyonlari izerinde bir etkiye sa-
hip olabilecegini akla getirmistir.

Obestatinin erkek tGreme sistemi ile ilgili calismalarda
sicanlarda testesteron salgilanmasinda uyarici rol oynadigi
ve seminifer tlbuller ile spermatogenezisi etkiledigi gorul-
mdstir. Ayrica insan testisinin leyding hlicrelerinde immuno-
reaksiyona rastlanmazken germinal epitel ve sertoli hiicrele-
rinde gorildugi ifade edilmistir (24, 25, 25). Bizim galisma-
mizda obestatinin, bazi seminifer tubulus ve intertisyel hiic-
relerde reaksiyon géstermesi kanatlilarda da testosteron sa-
linimini uyarabilecegi ve testisin fizyolojik fonksiyonlarini et-
kileyebilecegini diisindirmustdr.

Sonug olarak, keklik ovaryum ve testislerinde ghrelin,
leptin ve obestatin Ureten hiicrelerin var oldugu ve bu pep-
tidlerin ovaryum ve testislerde fizyolojik fonksiyonlara sahip
olabilecekleri varsayilmaktadir.
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