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Ozet: Calsmanin amaci, hiicre gginesi ve farklilamasinda énemli rol oynayan insiilin benzeri bilyiime faktor - |
reseptortinun (IGF-IR), horozlarin tropigi bezindekgitlmini belirlemek ve reseptorin hicre icindeki ygrte
yerinin belirlenmesi amaciyla planlargtm. Uropigi bezinden elde edilen parafin bloklara, indirekt Streptavidin-
Biotin Peroksidaz immunohistokimyasal ydntemi uygulandi.

Calsmada IGF-I reseptorintn Uropigi bezinin bazal ve apikal bolgesindeki hiicrelerde eksprgsegoldendi.
Ozellikle bazal bélgede yer alan tubuluslarin bazal membran Gzeringeyehécrelerinde IGF-I reseptér ekspres-
yonu c¢ok yg@un olarak belirlendi. IGF-I reseptor, Uropigi epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda, grandl halinde géz-
lendi.

Sonuclarimiza goére; Uropigi bezindezsgbma ve farkhilama 6zellgindeki hiicrelerde IGF-IR ekspresyonunun ¢ok
yuksek oldgu, tamamen farklikamis hiicrelerde ise bu reseptériin eksprese olgnadnucuna varilabilinir.

Anahtar Kelimeler: Uropigi bezi,insiilin benzeri bilyiime faktor-1 (IGF-Immunohistokimya.

Immunohistochemical Localization of Insulin Like Growth Factor-I
Receptors in the Uropygial Gland of Cockrell

Summary: The objective of the present study was to determine the distribution and intracellular localization of
insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-IR), that plays a very important role in the differentiation and growth of
the cells, in the uropygial gland of cockrell. We applied Labelled Streptavidin Biotin immunohistochemistry to par-
affin sections to show the localization of IGF-IR.

IGF-1 receptor was found in the cells of both basal region and apical region. Particulary, basal cells, which lie on the
basement membrane of the tubules in the basal region, showed the strongest immunoreactivity to the IGF-I receptor
antibody. In our study, IGF-I receptors showed a granular localization in the cytoplasm of uropygial epithelial cells.
Our results show that IGF-I receptors are widely expressed by epithelial cells with proliferative and undifferentiated
and that these receptors may be largely down-regulated in highly differentiated epithelial cells.

Key Words: Uropygial gland, Insulin like growth factor—I (IGF-I), Immunohistochemistry.

Giri s likleri ile insuline bali, polipeptid hormonlar
ailesine aittit* ve otokrin/ parakrin mekanizma-

Yag bezlerinin geliimi bazal hiicrelerin  larla deisik dokular tarafindan sentezlehir
bolinmesi ve bu hicrelerin olgungyhlcrelerine IGF-I ve IGF-1l yapisi ve biyolojik aktivitesiyle
farklilasmasiyla gerceklgr. Hicrelerdeki cgal- insuline benzerdi®. IGF-I'in etkisi hormonun
ma ve farklilamada blyime faktorleri 6nemli rol  baglandigi ekstraselliler iki alfa subunit ve
oynar. insiilin benzeri bilyiime faktorleri (IGF-I sitoplazmik boélgede tirozin kinaz aktivitesine
ve IGF-II) fonksiyonel, metabolik, anabolik 6zel- sahip iki beta subunitten alan tetramerik
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transmembran glikoprotein reseptorleriyleslaa
nirk. IGF-1 reseptorii (IGF-IR) giiclii antiapoptotik
sinyaller gondererek hicrelerin gefiesini, hic-
relerin transformasyonunu ve bazi hicre tiplerin-
de ise farklilamay! uyarmaktadir Son yillarda
IGF-IR ile yapilan in vivo ve in vitro ¢almalar-
da, bu reseptorin hiicre gatiesi ve farklilama-
sinda 6nemli rol oynagh gozlenmgtir™* "

Kanatlilarda bulunan Uropigi bezi ¢ghaa
yag sentezleyen, cift loblu, holokrin bir bezdir
13 Bagdokudan bir kapsiille sarili olan bezin, her
bir lobu, lumen cevresinde radial biekilde di-
zilmis cok katl epitel ile kapli pek ¢ok tubulustan
olusur. Bu tubuluslarin alt yarimi gabdlgesi,
lumene bakan Ust yarimi ise glikojen bolgesi ola-
rak tanimlanir. Ya bélgesindeki hiicrelerde lipid
sentezi, memeli hayvanlarin d&ezlerinde oldu-
gu gibidir ve lipid metabolizmasinda aktif olan
enzimler bol miktardadif™® Glikojen bélgesin-
deki hiicrelerde glikojen ve asit fosfatazin bulun-
dugu  bildirilmektedit®.  Histolojik  ve
histokimyasal cagmalarla tropigi bezinin meme-
lilerdeki yag bezlerine benzer bir fonksiyona sa-
hip oldusu ve gonadal hormonlarin etkisi altinda
bulundwu bildiriimistir'”. Ayrica tropigi bezinin
androjenite icin iyi bir marker olabilegg® ve
Uropigi bezinin y& benzeri bezler zerine
androjenlerin etkisini incelerken bir model giur
racaz ileri strulmigtirt”®. Kanathlarda uropigi
bezi ya& sekresyonu bakimindan énemli bir organ
oldugu icin ¢algmalarin buytk bir cgunlugu yag
bolgesindeki hiicrelerin farklganast®? ve en-
zim aktivitelert"?*?! {izerine y@unlasmistir.
Birinci zon olarak adlandirilan gabdlgesinin,
bazalde proliferatif zon, ortada farkgtaa zonu
ve i¢ kisimda lumeni cevreleyen holokrin zon
olmak uizere ¢ bolgeye ayrigaibildirilmistir®’.
Uropigi bezi tizerine yapilan ¢aalarin ¢gun-
lugunu histolojik ve histokimyasal cainalar
olusturmaktadir. Uropigi bezi devamli olarak
boliinen ve farklilgma sirecindeki hicrelerden
olustugu icin, farkhilagsmayi tetikleyen sinyallerin
belirlenmesi ve farklilgma siresince diizenlenen
gen ekspresyon caalari icin de etkili bir mo-
deldir. Yaz bezleri Gzerine bluylime hormonlari ve
insulin benzeri biyume faktorlerinin etkisini ince-
leyerf*? ayrica hiicre g@lmasinin ve farkli-
lasmasinin ¢cok goruldit derideki keratinositler
Uzerine buyume faktorlerinin etkisini inceleyen in
vitro calsmalar bulunmaktadit®® Fakat meme-
lilerdeki yag bezlerine benzer 0zellikte olan
Uropigi bezinde yapilan immunohistokimyasal
calsmaya rastlanmantir. Calsmanin amaci,

hicre gekmesi ve farkllamasinda 6énemli rol
oynayan insulin benzeri buyime faktor - | resep-
térindn (IGF-IR), hicre boélinmesinin ve farkli-
lasmasinin fazla oldgu Uropigi bezindeki dali-
mini belirlemek ve reseptérin hicre igindeki
yerlesim yerinin belirlenmesi amaciyla planlan-
mistir.

Materyal ve Metot

Arastirmada 6zel bir tavukculuksletme-
sinden alinan 10 adet 1 gunliksta Isobrown
erkek civcivler kullanildi. Civcivler 20 hafta sire
ile UU Veteriner Fakultesi Uygulama ve Ata-
ma Merkezinde bulunan agtama kimeslerinde
normal rasyonla beslenerek, barindirildi.

Calsmanin sonunda, hayvanlarin boyunlari
kesilip olduruldikten hemen sonra uropigi bezleri
cikartildi ve %10’luk formol-alkol solusyonunda
tespit edildi. Daha sonra dokular rutin histoloji
teknigiyle ylzeye paralel olarak parafinde
bloklandilar. Parafin bloklardan elde edilen 5-7
pm kahnlgindaki kesitlere indirekt Streptavidin-
Biotin Peroksidaz immunohistokimyasal yéntem
uygulandi?.

Immunohistokimyasal proseddir

Immunohistokimyasal boyamada IGF-IR
karboksil ucundaki bir peptid bdlgesine ar
hazirlanmy poliklonal anti-IGF-IR primer antikor
(Santa Cruz) kullanildi.

IGF-IR'Un immunohistokimyasal olarak
belirlenmesi icin, standart Streptavidin Biotin
Peroksidaz kompleks telgni LSAB kit (Dako)
kullanilarak yapildi. Kesitler deparafinize edildik-
ten sonra suyu giderildi ve proteoliz i¢cin 0.05 %
Saponin solusyonunda 20dk. tutuldu. Endojen
peroksidaz aktivitesini gidermek icin 10dk. distile
su icinde hazirlanmi 3% HO, icinde inkibe
edildi. Daha sonra kesitler 1 gece 4 °C de 1:1500
dilusyondaki primer poliklonal antikor anti-IGF-
IR ile muamele edildi. Goat anti-rabbit sekonder
antikor ile 20dk. 37&ve daha sonra enzim olarak
streptavidin- horseradish peroxidase ile 31@
30dk. inkibe edildi. Son olarak kromojen olarak
3,3'-diaminobenzidine (DAB) kullanildi ve
hematoksilen ile zit boyama yapilarak preparatlar
entellan yaptiric ile kapatildi. Negatif kontrol
kesitlere primer antikor yerine PBS solusyonu
uygulandi.
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Tam kesitler iki bgimsiz gozlemci tarafin-  piknotik ¢ekirdekli poligonal hiicrelerde ise bo-

dan incelenereksagidaki skorlamaya gore der- yanmanin olmagh gozlendi Gekil 2, tablo).
lendirmeler yapildi. Tubuliin apikal yariminda, bazal membran tizeri-
Boyanmama = -, Cok zayIf boyanma = +/-, Zayif ne yerlgen yassi hiicrelerde ve bunun tzerinde
boyanma = +, yer alan poligonasekilli 2-3 sira halinde yerfe
Orta derecede boyanma = ++, Kuvvetli boyanma mis hicrelerde IGF-IR ygunlugu orta siddette
=+, olup, lumene bakan ve Uc¢lnclU sirayisaluan
Immunohistokimyasal skorlama tabloda gosteril- birkac sirali poligonagekilli hiicrelerde ise IGF-
mistir. IR boyanma ygunlugunun ¢ok zayif oldgu be-

lirlendi (Sekil 3, tablo).

Bulgular

Uropigi bezinin bg dokusundan bir kapstl
ile sarili oldgu ve lumene dgru uzanan pek ¢gok
tubulustan meydana gegili gozlendi. IGF-IR
boyanma ygunlugu bakimindan tubuluslarin,
bazal ve apikal olmak Uzere iki bélgedenstlu-
dugu, apikal bolgedeki hicrelerin gonlugu orta
siddette IGF-IR boyanmasi gdsterirken, bazal
bblgede yer alan hiicrelerin @mlugu zayif sid-
dette IGF-IR boyanmasi goster8ikil 1).

Sekil 2:
Tubullerin bazal bolimU. Bazal hiicreler (okBa
II. katmandaki hicreler (I1); 1ll. katmandaki hiic-
reler (oklar) Bar 25:m.
Fig. 2:
The basal region of the tubules. Basal cells
(arrowhead); The cells of zone II. (II); The cells
of zone lll. (arrows) Bar 2oam.

Sekil 1:
Uropigi bezinde IGF-IR yerkmi. a: Bazal kisim
b: Apikal kisim Bar 5@m
Fig. 1:
The localization of IGF-IR in the uropygial
gland. a. Basal region b. Apical region.
Bar 5Qum.

Sekil 3:
Tubullerin apikal bolimu. I. ve Il. katmandaki
¢ _ hicrelerde IGF-IR immunreaksiyonu (*). IlI.
ler gozlendi. Bazal bélgede bulunan ve tubullerin  katmandaki hiicrelerde IGF-IR immunreaksiyonu

Uropigi bezinin bazal bolgesinde yer alan
tubullerde farkh boyanma gonlugundaki hiicre-

birinci katmanini olgturan, bazal membran Uze- (okbas1) Bar 25.m.

rine yerlamis tek sirali yassi hicrelerde IGF-IR Fig. 3:

boyanmasinin cok yain oldigu, Il. katmanda The apical region of the tubules. IGF-IR
tubulin lumenine dgru yer alan 3-4 sira halinde immunoreaction in the zone 1. and Il. (arrow-
yerlesmis yuvarlak cekirdekli poligonal hicreler- head). IGF-IR immunoreaction in the zone llI.

de reaksiyonun daha zayif, lumene bakan birkac (arrow) Bar 25um.
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Tablo. Horozlarin Uropigi bezinde IGF-IR’lUn im-
munreaksiyonunu gosteren skor dgerleri.

Table. Shows the score evalations of IGF-IR im-
munoreaction in the uropygial gland of

Cockrell.
Bolgeler I.ka}mandakl II.ka}mandakl M. ka}tmandakl
Hicreler Hicreler Hicreler
Bazal Bolge +++ +
Apikal Bélge ++ ++ +-

Semboller: Boyanmama= -, Cok zayIf boyanma = +/-, Zayif
boyanma = +, Orta derecede boyanma = ++, Kuwvetli bo-
yanma = +++,

Reseptoriin hicre icindeki yegimine ba-
kildiginda, bazal bdlgede yer alan tubullerin bi-
rinci katmaninda bazal membran Uzerine yete
hicrelerde ygun grandl tarzinda, gier boélgeler-
de ise sitoplazma icinde homojgekilde dail-
mis grandller halinde oldiu belirlendi §ekil 3).

Tarti sma ve Sonug

Histolojik calsmalarda Uropigi bezindeki
tubuluslarin bazal yarimi ga apikal yarimi ise
glikojen bolgesi olarak tanimlangr’ %433
Sunulan immunohistokimyasal gahada da be-
lirgin iki boélge ayirt edildi. Apikal boélgedeki
hicrelerin ¢cgunlugu orta siddette IGF-IR bo-

yanmasi gosterirken, bazal bodlgede yer alan hiic-

relerin ¢c@unlugu zayif siddette IGF-IR boyan-
masl! gosterdi. Erkek givercinlerde 1. zon olara
adlandirilan ya boélgesinin proliferatif zon, orta-
da farklilaama zonu ve i¢ kisimda lumeni ¢cevre-
leyen holokrin zon olmak lGzere ¢ bolgeye ayril-
digi  bildirilmistir'”. Erkek bildircinlarda 1.
zondaki hiicreler bazal farklganams, intermedi-
yet veya farklilamis ve olgun veya tamamiyle
farkllasmis hiicreler olarak tanimlangr®.
Glvercinlerde Uropigi bezinin yabdlgesinde,
bazal membran Uzerine yeneis yassi hicreler,
bunlarin Gzerinde 2-3 sirall blylk yuvarlak
nukleuslu, lipid damlacikh intermediyet hlcreler,
tamamiyle farklilamis piknotik nukleuslu, bol
lipidli sentral hicreler olmak Uzere U¢ hlcre tipi
ve lumende hicre dokintlleri ile salgi materyal-
leri tespit edilmitir?2. Horozlarin tropigi bezi ya
bdlgesinde ise bazal membran Uzerine yenig
bazal hicreler ve tubulusun periferinden lumeni-
ne d@ru goé¢ eden salgilamgamasinda hicreler
belirlenmistir®®. Pekin ordeklerinde Uropigi be-
zinde bazal membran Uzerine yenhs yassi
cekirdekli kucuk bazal hicreler, tubulusun
lumenine dgru lipid damlaciklari ile dolu daha

blylk hicreler ve Ilumene yakin piknotik
nukleuslu ve daha blytk lipid damlaciklari ile
dolu hiicrelerin bulundtu bildirilmistir®?. Su-
nulan cakmada yukaridaki literattirlerde de belir-
tildigi gibi*"*** bazal boélgede yer alan
tubuluslarin bazal membran Uzerine ygste
farklilasmams olarak adlandirilan tek sirall yassi
hicrelerinde IGF-IR boyanmasinin ¢ok gyo
oldugu, bunun tzerinde yer alan Il. katmandaki 3-
4 sirall poligonal hicrelerde ise boyanmanin daha
zayIf oldygu, lumen tarafindaki, tamamen farkli-
lasmis olan adlandirilan birka¢ hiicrede ise bo-
yanmanin olmagh goézlendi. Dolayisiyla farkli-
lasmams hlcrelerde IGF-IR ekspresyonunun ¢ok
fazla, Il. katmandaki intermediyer hiicrelerde ise
ortasiddette, tamamen farklgenis hiicrelerde ise
reseptdr ekspresyonunun olmadyézlenmgtir.

Kanatlilarda Uropigi bezi \asekresyonu
bakimindan 6énemli bir organ olgu icin calsma-
larin blyuk bir ¢cgunlugu yag bdlgesindeki hiic-
relerin farklilamast®® ve enzim aktivitele-
ri*"2%2! {izerine ygunlasmistir. Glikojen bolge-
sindeki hiicreleri inceleyen bir cghaya rastlan-
mamstir. Sunulan c¢agmada ise tubuluslarin
apikal yarimini olgturan glikojen bdlgesindeki
hicrelerin, bazal yarimda bazal membran Gzerine
yerlesen tek sirall hicrelerde gozlenen IGF-IR
boyanmasina gore daha zayif reaksiyon gogierdi
gOzlendi. Tubulun bazal membran Gzerine yerle-
sen yassi hicrelerinde ve bunun Uzerinde yer alan

K poligonalsekilli 2-3 sira halinde yerkenis hiicre-

lerinde IGF-IR y@unlugu orta siddette olup,
lumene bakan ve lll. katmani eturan birkac
sirali poligonalsekilli hiicrelerde ise IGF-IR bo-
yanma y@unlugunun ¢ok zayif oldgu gézlendi.
Murine keratinosit kdltir modellerinde yapilan
calsmada insulin ve IGF-I'in keratinositlerde
proliferasyonu farkli yollarla indiklegi®, IGF-
IR’UN deride farklilamamsg germinatif epitelde,
folliktiler dis kok kininda, ya bezi epitel hiicrele-
rinde ve kil matriksinde eksprese opdugotste-
rilmistir®’. insan y& bezlerine pek cok yoénden
benzeyen, rat preputial hiicre kiltir modellerinde
yapilan bir cahmada blylime hormonu (GH) ve
insulin benzeri biyume faktorlerinin (IGF) a
bezlerindeki hicrelerin gslnesini ve farklila-
masini uyard belirtilerek, ¢@alma potansiyeli-
ne sahip epitel hiicrelerde IGF-I reseptdrin fazla
miktarda eksprese oldu, buna r@men tamamen
farklilasmis hiicrelerde ise reseptoriin ekspresyo-
nunun gozlenmedi sonucuna varilngtir®®. Su-
nulan cagmada da yukaridaki literatiirléfé*
benzer olarak Uropigi bezinde IGF-IR'Un farkli-



lasmams hicrelerde daha fazla eksprese gidu
lumene yakin olan birka¢ hiicrede ise ekspresyo-
nun olmadil, bu hicrelerin tamamen farkigta

ginl gostermektedir. 7.

Calsmada IGF-IR’Un hicrenin sitoplazma-
sinda granul tarzinda homojen kekilde yayil-
digi gézlendi.insan ve rat kolon epitel hiicrele-
rinde yapilan ¢agmada IGF-1IR’UGndn bu hicre-
lerde hem apikal hemde basolateral bdlgede yer-
lestigini®**, yine ratlarin jejenumunda yapilan bir
calsmada IGF-1IR’Undn villus epitel hiicrelerinin
nukleuslarinin cevresine yestisi bildirilmi stir®,

Sonu¢ olarak, sunulan gahada Uropigi
bezinde bazal ve apikal bolgede boyanmanin 9.
gozlenmedii birkac hiicre diunda genelde tim
hicrelerde farkl ygunlukta IGF-IR boyanmasi-
nin g6zlenmesi bu bezlerde
proliferasyonunun ve hicre farkglamasinin ¢ok
yogun olarak meydana gefilhi gostermektedir.

8.

Ayrica bazal bolgede yer alan bazal membran 11.BELL DJ,

Uzerine yerlgmis farklilasmams olarak adlandi-
rilan yassi hicrelerde IGF-IR ekspresyonunun

fazla olmasi bu hiicrelerde bolinmenin aktif ola- 12.DOGUER 'S, ERENGN Z. Evail

rak meydana gelgdini, lumene dgru ise IGF-IR
boyanma ygunlugunun azalmasina gmen tim
tubullerde yer alan hiicrelerde fark$aa sireci-
nin devam etfii sonucuna varilabilir.
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