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Tuba uterina, memeli tGremesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar ve oosit olgunlasmasi, sperm kapasitasyonu, dollenme, gamet ve
embriyolarin tasinmasi gibi fonksiyonlar igin en uygun ortami saglar. Epidermal Bliyime Fakt6rii Reseptorleri (erbB/HER) ailesinin tuba
uterina’nin fonksiyonlarinda etkili oldugu diistintilmektedir. Birgok arastirmaci ErbB1/HER1 ve ErbB2/HER2 reseptorlerinin seksual ya da
menstrual siklus siiresince tuba uterina’nin luminal epitel, bagdoku ve diiz kas hiicrelerinden degisen yogunluklarda ekspresse oldugunu
gostermislerdir. Ekonomik kayiplarin 6niine gegebilmek icin gebelik sliresince etkin rol oynayan hormonal ve molekiiler mekanizmalarin
en iyi sekilde anlasiimasi gerekir. Sunulan galismada, erbB1/HER1 ve erbB2/HER2 reseptérlerinin ekspresyonu immunohistokimyasal
olarak incelendi. Bu ¢alismada 23 farkli Holstein inegin ovaryum, uterus ve tuba uterina’sindan doku 6rnekleri alindi. Tuba uterina’nin
luminal epitel hiicreleri, bagdoku ve diiz kas hiicreleri ile kan damarlarinin endotel ve diiz kas hiicrelerinde degisen yogunluklarda
erbB1/HER1 ve ErbB2/HER2 reseptérleri igin pozitif membran ve sitoplazmik boyanmalari elde edildi. Sonug olarak, seksual siklus
suresince erbB1/HER1 ve erbB2/HER2 reseptorlerinin inek tuba uterina’sindan hiticre tiplerine gore degisen yogunluklarda lokalize
olmasi, bu reseptorlerin inek genital sistem tizerinde 6nemli fizyolojik etkilere sahip olabilecegini akla getirdi.

Anahtar Kelimeler: Tuba uterina, ErbB1/HER1, ErbB2/HER2

Distribution of ErbB1 / HER1 and ErbB2 / HER2 Receptors in the Bovine Tuba Uterine During the Sexual Cycle

Abstract

The tuba uterina plays a very important role in mammalian reproduction and provides the optimal environment for functions such as
oocyte maturation, sperm capacitation, fertilization, and transport of gametes and embryos. Epidermal Growth Factor Receptors (erbB /
HER) family is thought to be effective in the functions of the tubular uterina. Many researchers have shown that ErbB1 / HER1 and
ErbB2 / HER2 receptors are expressed in varying densities from luminal epithelium, connective tissue and smooth muscle cells of the
tubular uterine during the sexual or menstrual cycle. In order to prevent economic losses, hormonal and molecular mechanisms that
play an active role during pregnancy should be understood in the best way. In the presented study, the expression of erbB1 / HER1 and
erbB2 / HER2 receptors was examined immunohistochemically. In this study, tissue samples were taken from the ovary, uterus and
tubular uterina of 23 different Holstein cows. Positive membrane and cytoplasmic staining were obtained for erbB1 / HER1 and ErbB2 /
HER2 receptors at varying intensities in luminal epithelial cells, connective tissue and smooth muscle cells of the tubular uterina, and
endothelial and smooth muscle cells of blood vessels. As a result, erbB1 / HER1 and erbB2 / HER2 receptors are localized at varying
densities according to cell types in the cow tubular uterine during the sexual cycle, suggested that these receptors may have significant
physiological effects in the bovine genital system.
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GiRiS

Memelilerde tuba uterina spesifik bir yapiya sahiptir ve
treme sirecindeki en temel rollerden birini Ustlenir. Tuba
uterina; ovum’un ve spermatozoa’nin tasinmasi gibi fonksi-
yonlarin yani sira ovaryum ve uterus arasinda, embriyolarin
gelismesi icin uygun bir ¢evrenin olusturulmasini saglayan
basit bir kanaldan daha fazlasidir. Tuba uterina siklus sire-
since fonksiyonel 6zelligine gore dinamik olarak hiicre salgi-
larindan olusan, sivi dolu ortamini koruyan ve degistiren
aktif bir organdir. Bu sivi da sperm kapasitasyonu, déllenme

ve erken embriyonik gelisim icin uygun bir ortam olusturur
(1). Boylelikle, oosit olgunlasmasi, sperm kapasitasyonu,
dollenme, gamet ve embriyolarin tasinmasi igin en uygun
ortami saglar ve memeli Gremesinde ¢ok 6nemli bir rol
oynar (2, 3).

Epidermal Blylume Faktori Reseptorleri (erbB/HER)
ailesi; EGFR/erbB1/HER1, erbB2/Neu/HER2, erbB3/HER3 ve
erbB4/HER4 olmak lizere dort tiyeden meydana gelir (4, 5).
Diger buylme faktori reseptorlerinde oldugu gibi erbB/HER
ailesindeki molekdller de ligand tarafindan uyarildiklarinda
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dimerler olusturarak baska molekiilleri fosforile eder ve
boylece belirli sinyal yollarinin harekete ge¢mesini saglarlar.
Tum erbB/HER molekdlleri birbirleriyle homo- ya da hete-
rodimerler olustururlar. ErbB1/HER1 ile erbB4/HER4 homo-
dimerler olusturmasina karsin, bu reseptoér ailesinde daha
cok heterodimer olusumu gorilir (5). Diger ErbB ailesi
Uyelerinden farkh olarak ErbB-2 reseptériine baglanabilen
bir ligand olmadigindan bu reseptor ErbB-2/ErbB-2 homo-
dimeri olusturamaz, sadece diger ErbB ailesi reseptorleri ile
heterodimer yapabilirler (4). Bliyume faktorleri, hicreleri
endokrin, parakrin, otokrin veya intrakrin mekanizmalar
yoluyla etkilerler. Etki, cogunlukla tirozin kinazin uyarilma-
siyla saglanir (5-7). Bu reseptor ailesindeki Gyeler memeli
hayvanlarin bircok organinda yerlesir ve aktivasyonlari ile
de hiicre gelisimi, gogu, proliferasyonu ve farklilasmasi gibi
temel prosesleri dizenlerler (4,6,7).

Bircok arastirmaci ErbB1/HER1 ve ErbB2/HER2 resep-
torlerinin seksual ya da menstrual siklus slresince tuba
uterina’nin luminal epitel, bagdoku ve diiz kas hicrelerin-
den degisen yogunluklarda eksprese oldugunu gostermis-
lerdir (1, 8-13).

Ureme hayvancilik isletmelerinin vazgecilmez ogele-
rinden biridir (14). isletmelerde reprodiiktif performans
hedeflerine ulasilamamasi ciddi ekonomik kayiplara neden
olur. Ozellikle, reprodiiktif siirii sagliginda amac ineklerin
buzagiladiktan sonra optimal slirede tekrar gebe kalmalarini
saglamaktir. Dolayisiyla da iki buzagilama arasindaki sireyi
ekonomik sinirlar icinde tutmak gerekir (15). ineklerin do-
gumdan sonra en kisa siirede tekrar gebe kalmasi, karlilk
icin vazgecilmez bir unsurdur (16). Bu baglamda da ekono-
mik kayiplarin 6niline gecebilmek icin gebelik slresince
etkin rol oynayan hormonal ve molekiler mekanizmalarin
en iyi sekilde anlasiimasi gerekir. Bundan dolayi, bu ¢calisma
da inek tuba uterina’sinda seksual siklusun folikiler ve
luteal fazlan siiresince erbB1/HER1 ve erbB2/HER2 resep-
torlerinin ekspresyonlarinin belirlenmesi ve lokalizasyonla-
rina gore olasi fizyolojik fonksiyonlarinin ortaya konulmasi
planlanmustir.

MATERYAL VE METOT

Diyarbakir'daki 6zel mezbahanelere kesim icin getirilen 23
farkh Holstein inegin (st genital sistem organlari total ola-
rak ¢ikarildiktan sonra, ovaryum, uterus ve tuba uterina’dan
doku &rnekleri alindi. Ostrojen ve progesteron diizeylerini
belirlemek icin kesim 6ncesinde doku alinan hayvanlardan
kan &rnekleri de alindi. Ostrojen (DRG Intl. Inc. Company,
DRG Aurica Elisa Estradiol Kit, cat. no. EIA-2693, Mar-
burg/Germany) ve progesteronun (DRG Intl. Inc. Company,
DRG Aurica Elisa Progesterone Kit, cat. no. EIA-1561, Mar-
burg/Germany) serum konsatrasyonlari ELISA yontemi ile
olgulda.

ineklerde seksual siklusun dénemleri; ovaryum folikdil-
lerinin morfolojik 6zellikleri, uterusun histolojik yapisi ve
kan serum hormon diizeylerine gore belirlendi. Buna gore,
hayvanlar folikuler fazda 10 ve luteal fazda 13 olmak lizere
iki gruba ayrildi. ErbB1/HER1 ve ErbB2/HER2’yi immunohis-
tokimyasal olarak belirlemek igin tuba uterina dokulari
%10’luk nétral formalin solisyonunda 24 saat oda isinda
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tespit edildi. Daha sonra rutin histolojik islemleri takiben,
parafinde bloklandi. Hazirlanan bloklardan her bir paramet-
re icin iki preparat hazirlandi ve her bir preparat 100 mik-
rometre araliklar ile 5 mikrometre kalinliginda en az (ig kesit
icermekteydi.

immunohistokimyasal Boyama

Parafin kesitler, deparafinizasyon ve rehidrasyon islemle-
rinden sonra distile suda calkalandi. Endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek icin kesitler distile suda hazirlanmis
%3’lik H20: ile 20 dakika muamele edildikten sonra 0.01 M
Fosfat Buffer Saline (PBS)'de iki kez 5’er dakika yikandi.
Antijen retrival islemi uygulanmaksizin, immiinoglobulinle-
rin 6zgil olmayan baglanmalarini engellemek icin bloking
serumda 15 dakika muamele edilen kesitler tavsan poliklo-
nal Epidermal Buyume Faktorli Reseptor (erbB-1/EGFR)
(Santa Cruz, sc-03) ve fare monoklonal ErbB-2 Reseptor
(Neu) (Santa Cruz, sc-7301) primer antikoru ile +4°C’'de 1
gece siiresince inkiibe edildi. inkubasyonu takiben 0.01 M
PBS’te 4 kez yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder antikor
(Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) ile 20 dakika nem odasin-
da, oda isisinda inkube edilip, tekrar 4 kez PBS ile yikandik-
tan sonra da enzim konjugatli strepavidinde (Histostain Plus
Bulk Kit, Zymed) 20 dakika muamele edildi. Kesitler, tekrar
4 kez PBS ile yikandiktan sonra DAB ve AEC kromojen soliis-
yonlarinda 5-15 dakika bekletildi. Gill'in hematoksileninde 1
dakika slreyle zit boyama yapilan kesitler ¢esme suyunda
mavilesinceye kadar yikandi. Kesitler alkoller ve ksilolden
gecirilip entellan ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak kullani-
lan meme timorleri temin edilemedigi icin boyanmalarin
dogrulugunu kanitlamada negatif kontroller kullanildi. Ne-
gatif kontrol olarak alinan doku 6rnekleri ise primer antikor
yerine PBS ile muamele edildi. Boyamalar sonrasi preparat-
lar Nikon-Eclipse 400 dijital fotograf makinesi atagmanl
arastirma mikroskobunda incelenerek fotograflandi.

immunohistokimyasal Boyanma Sonuglarinin
Degerlenmesi

immunohistokimyasal boyanma, yogunluk (intensity score)
skoru kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi (17).
Yogunluk skorunda (1), hicrelerdeki pozitif boyanmalar (-)
negatif, (+) zayif, (++) orta ve (+++) glicli seklinde uygulan-
di. Seri kesitlerde, 40x objektif buyUtmede gelisi glizel seci-
len U¢ farkh bolgede 100 adet luminal epitel, bagdoku ile
diiz kas hiicresi degerlendirildi.

BULGULAR

Seksual siklusun folikiler ve luteal fazlari siiresince tuba
uterina’nin luminal epitel hiicreleri, bagdoku ve diz kas
hicreleri ile kan damarlarinin endotel ve diiz kas hiicrele-
rinde degisen yogunluklarda erbB1/HER1 ve ErbB2/HER2
reseptorleri icin pozitif membran ve sitoplazmik boyanma-
lar elde edildi. Hem erbB1/HER1 hem de ErbB2/HER2 icin
luteal fazda immunreaksiyonun folikiiler faza gore nispeten
biraz daha yogun oldugu saptandi (Tablo 1).

88



Bayram, Dicle Univ Vet Fak Derg 2020;13(2):87-91

Tablo 1. ineklerde tuba uterinada seksual siklus siirence
erbB1/HER1 ve erbB2/HER2 reseptérlerinin semikuantitatif skoru

Seksual
Parametreler  Siklus Tuba uterina katmanlari
Fazlari
Luminal Bagdoku Kas
epitel doku
ik ++ + ++
erbB1/HER1 Folikuler
Luteal +++ + ++
erbB2/HER2 Folikiiler ++ + +++
Luteal +++ + +++

Tuba uterina’sinda ErbB1/HER1’in hem folikiiler hem
de luteal fazlar siresince luminal epitel hiicrelerindeki eksp-
resyonunun bagdoku ve diz kas hiicrelerine gore daha
glcli oldugu belirlendi. Ayrica, diiz kas hicrelerinde
erbB1/HER1 ekspresyonunun folikiler fazda luteal faza gore

FOLIKULER FAZ

LUTEAL FAZ

Sekil 1. Seksual siklusun folikuler ve luteal fazlari stiresince inek
tuba uterinasinda erbB1/HER1 reseptorlerinin lokalizasyonu. L;
lumen, E; luminal epitel, S; bagdoku; DK; diiz kaslar, D; kan
damarlari, ok; pozitif bagdoku hticreleri, Bar: (A, C)100 um, (B,
D)25 pum.

TARTISMA VE SONUC
ineklerde seksual siklus siiresince tuba uterinada biiyiime
faktori reseptorleri olan erbB1/HER1 ve erbB2/HER2'nin
varligini ve hiicresel dagilimini incelendi. Tuba uterina’nin
tim memeliler de uygun cgevre olusturarak erken gelisimi
desteklemek gibi cok 6nemli bir roli oldugu diisinilmekte-
dir. Bizimde elde ettigimiz sonuglarimiz da ineklerde 6zellik-
le zigotun embriyotrofik beslenmesinde biyime faktorleri
ve reseptorlerinin anahtar bir rol oynayabilecegini goster-
mistir. Ozellikle, insan ve hayvanlar {zerinde yapilan calis-
malardan elde edilen sonuglar biiyiime faktorlerinin embri-
yotrofik oldugunu géstermektedir (8,18).

insanlarda yapilan bir calismada erbB1/HER1’in tuba
uterina’da 6zellikle luminal epitel hicrelerinin apikal
membrablarindan eksprese oldugu ortaya konulmustur.
Bagdoku, diz kas hiicreleri ve kan damarlarinda ise eksp-
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nispeten daha gig¢li oldugu saptandi. Luminal epitel hiicre-
lerinin apikal ve bazal membranlarinin hem folikiiler hem
de luteal fazlarda erbB1/HER1 ile reaksiyon gosterdigi orta-
ya konuldu (Sekil 1). ErbB2/HER2’nin hem folikiiler hem de
luteal fazlarda luminal ve diiz kas hiicrelerinde bagdoku
hicrelerine gore daha yogun immunreaksiyon gosterdigi
belirlendi. Epitel hicrelerinde erbB2/HER2 ekspresyonlari-
nin apikal, lateral ve bazal membranlarda da gli¢li oldugu
saptandi (Sekil 2). Siklusun her iki fazinda da kan damarlari-
nin endotel ve diz kas hicrelerinin erbB1/HER1 ve
erbB2/HER2 i¢in degisen yogunluklarda reaksiyonlar gos-
terdigi belirlendi. Ozellikle erbB2/HER2'nin kan damarlari-
nin hem endotel hem de diz kas hicrelerinde
erbB1/HER1’e goére daha gliclii bir reaksiyon gosterdigi
saptandi (Sekil 1,2).

FOLIKULER FAZ

LUTEAL FAZ

Sekil 2. Seksual siklusun foliktiler ve luteal fazlari stresince inek
tuba uterinasinda erbB2/HER2 reseptorlerinin lokalizasyonu. L;
limen, E; luminal epitel, S; bagdoku; DK; diz kaslar, D; kan
damarlari, ok; pozitif bagdoku hiicreleri, Bar: (A, C)100 um, (B,
D)25 pum.

resyonlarin olmadigi bildirilmistir (8). Domuz tuba uteri-
na’sinda tum siklus siresince erbB1/HER1 reseptoriinin
eksprese oldugu, donemler arasinda da bir farklihgin bu-
lunmadigi bildirilmistir. Tuba uterinanin luminal epitel hiic-
relerinden erbB1/HER1’in eksprese oldugu ortaya konul-
mustur (12). Wollenhaupt ve ark. (2004) domuzlarda sek-
sual siklus siresince tuba uterina’nin luminal epitelinin
apikal membran ve sitoplazmasindan erbB1/HER1 resept6-
rindn eksprese oldugunu bildirmislerdir (13). Yine domuz-
larda seksual siklus siresince erbB1/HER1’in tuba uteri-
na’nin luminal epitel hiicrelerinde yogun, bagdoku hiicrele-
rinde ise zayif bir ekspresyon gosterdigi bildirilmistir.
ErbB1/HER1 ekspresyonunun Ozellikle epitel hicrelerinin
apikal bolgelerinde yogun oldugu bazal bolgelere dogru
zayifladig gosterilmistir. Ayrica bazi epitel hicrelerinde
nuklear reaksiyonlarinda bulundugu bildirilmistir (10). Yapi-
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lan bu calismada da insan ve domuzlarda bildirildigi gibi (8,
10, 12, 13) ineklerde tuba uterinada ErbB1/HER1’in hem
folikiiler hem de luteal fazlar sliresince luminal epitel hiicre-
lerindeki ekspresyonunun bagdoku ve diiz kas hicrelerine
gore daha glcli oldugu ve luminal epitel hiicrelerinin apikal
ve bazal membranlarinin erbB1/HER1 immunoreaksiyon
gosterdigi belirlenmistir. Diiz kas hlcrelerinde erbB1/HER1
ekspresyonunun folikller fazda luteal faza gore nispeten
daha gigli oldugu ortaya konuldu.

Yapilan literatir taramalarinda erbB2/HER2'nin tim
turlerde tuba uterina’daki ekspresyonuna iligskin bilgilerin
sinirh oldugu belirlenmistir. insanlarda yapilan bir calismada
erbB2/HER2’nin tuba uterina’nin luminal epitel ve diz kas
hicreleri ile kan damarlarindan eksprese oldugu bildirilmis-
tir (19). Sunulan galismada, ineklerde ErbB2/HER2’nin hem
folikiiler hem de luteal fazlarda luminal ve diiz kas hicrele-
rinde yogun bir ekspresyon gosterdigi ortaya konulmustur.
ineklerde &zellikle erbB2/HER2'nin epitel hiicrelerinin api-
kal, lateral ve bazal membranlarinda yogunlastigi dikkati
cekmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda bildirildigi gibi (8, 10,
12, 13, 19) ineklerde de kan damarlarinda erbB1/HER2 ve
erbB2/HER2'nin degisen yogunluklarda ekspresyonlar gos-
terdigi ortaya konulmustur.

Blylume faktorlerinin reseptorleri ve ligandlar birgok
organda bulunur ve embriyogenezis, gelisim, proliferasyon
ve farklilasma gibi farkl stireclerde temel roller oynar (20-
22). Lokal olarak eksprese olan, otokrin ya da parakrin me-
kanizmalar yoluyla etki gosteren bu faktorler disi genital
kanalinin blyimesinin devamliiginda ve farkhlasmasinin
kontroliinde de 6nemli roller oynayabilir (23). Ozellikle,
insan ve hayvanlar lzerinde yapilan calismalardan elde
edilen sonuglar bliytime faktorlerinin embriyotrofik oldugu-
nu gostermektedir (18). ErbB1/HER1’in ligandlari araciligiyla
hiicre proliferasyonunu uyaran bir ajan oldugu bildirilmistir
(4, 24). insanlarda erbB1/HER1 ekspresyonundaki artigin
uterus’taki hiicrelerde proliferasyonu uyarabilecegi de ifade
edilmistir (4, 25). Ozellikle erbB1/HER1 ve EGF’nin uterus’ta
proliferatif fazda hilicre migrasyonunu uyardigi, bundan
dolay! da insanlarda (4) ve kopeklerde (26) uterus’ta lumi-
nal epitel hiicrelerinde migrasyonunu uyarabilecegi bildi-
rilmistir. ErbB2/HER2’nin temel olarak erbB1/HER1 ile di-
merler olusturma yoluyla hiicre proliferasyonunu uyarabi-
lecegi gosterilmistir (4, 27). Sunulan ¢alismada, seksual
siklus siiresince inek tuba uterina’sindan elde edilen immu-
nohistokimyasal bulgular, biylime faktorli reseptorleri ve
ligandlari arasindaki etkilesimler gz énine alindiginda, bu
reseptorlerin inek tuba uterina’sinda da yukarida belirtilen
fonksiyonlari yerine getirebilecegini dusiindlirmustur.

Sonug olarak, seksual siklus sliresince erbB1/HER1 ve
erbB2/HER2 reseptdrlerinin inek tuba uterina’sinda hiicre
tiplerine gore degisen yogunluklarda lokalize oldugu ortaya
konuldu. ErbB1/HER1 ve erbB2/HER2 reseptorlerinin sek-
sual siklus siresince daha ¢ok luminal epitel ve diiz kas
hiicrelerinden eksprese olmasi, bu reseptorlerin tuba uteri-
na’da luminal epitel ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu-
nu, farklilasmasini ve migrasyonunu uyararak, ineklerde
embriyonun implantasyonu i¢in uygun ortamin hazirlanma-
sina katki sunabilecegini akla getirmistir.
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