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Ozet

Epidermal biiylime faktorii reseptorleri (EGFR/ErbB/HER) uterinal hiicrelerin proliferasyonu, biiylimesi ve
farklilagmasinin kontroliinde kritik roller oynar. Bu calismada andstrus donemindeki sicanlarin uterusunda
ErbB/HER reseptorlerinin ekspresyonunun ve lokalizasyonunun immunohistokimyasal olarak ortaya koyulmasi
amacglandi. Calismamda on adet sican kullamildi. Sigan uterusunun farkli katmanlarinda ErbB/HER
reseptorlerinin ekspresyonlarinin degisiklikler gosterdigi tespit edildi. Ozellikle, uterus luminal ve bez epitel
hiicrelerinin, bagdoku ve diiz kas hiicrelerine gore daha yogun ErbB/HER ekspresyonu gosterdigi belirlendi.
Ayrica, ErbB3/HER3 immunreaksiyonunun luminal ve bez epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda daha
yogun oldugu saptandi. Sonug olarak, bu bulgular EGFR sisteminin uterustaki fizyolojik degisimlerde 6nemli
roller oynadigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: EGFR, endometrium, 6strus siklusu

Distribution of Epidermal Growth Factor Receptors in the Rat Uterus during Anestrus

Summary

The epidermal growth factor receptors (EGFR/erbB/HER) play a crucial role in the control of uterine cell
proliferation, growth and differentiation. This study was designed to investigate the expression and localization
of the ErbB/HER receptors during the anestrus of rat uterine by using immunohistochemistry. In this study, ten
rats were used. In the different layers of the uterus, the changes of expressions of ErbB /HER receptors were
demonstrated . In particular, luminal and glandular epithelial cells of the uterus showed more intense expression
of ErbB/HER than those of smooth muscle cells and connective tissue. In addition, ErbB3/HER3 was found
more intense in the apical cytoplasms of luminal and glandular epithelial cells. As a result, these findings
revealed that EGFR system played important roles in the physiological changes of uterus.

Key Words: EGFR, endometrium, estrus cycle.

Giris
Disi genital kanalinda sekillenen biiytime, aktive olur ve uterusun siklik gelisiminin

gelisme ve farklilasma gibi periyodik degisimler
ovaryumdan salgilanan steroid hormonlar (6strojen,
progesteron gibi) ile uterus epiteli (epidermal
bliyiime  faktori-EGF,  doniistiiriicii  biiylime
faktorii-TGFa, gibi) ve bagdoku hiicreleri (hepatosit
biiylime faktori, fibrosit biiylime faktori-2gibi)
tarafindan salgilanan endojendz biiylime
faktorlerinin - kontrolii altinda  diizenlenir (1).
Uterusun epitel ve bagdoku hiicrelerinde ekspresse
olan bu biiytime faktorleri reseptorler aracihigi ile

uyarilmasinda Kritik roller oynarlar (1, 2).

Biiyiime faktorleri, affinite gosterdikleri
hiicre membran reseptorlerine spesifik olarak
baglanan, normal hiicre proliferasyonunu uyaran,
¢ok az miktarlar1 dahi hiicresel aktiviteleri
etkileyebilen polipeptitlerdir. Epidermal biiylime
faktor reseptorii, ErbB hiicre reseptor ailesindendir.
EGFR’ler, ErbB ya da tirozinkinaz’lar olarak da
bilinirler. ErbB protein ailesi, yapisal olarak iligkili
EGFR (ErbB1, HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3
(HER3) ve ErbB4 (HER4) olmak iizere dort
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transmembran reseptoriinden meydana gelir (1, 3,
4). ErbB ailesi reseptorlerinin tirozin kinaz bolgesi
aile igindeki reseptor bireyleri ile homo ve hetero
dimerizasyonlar  olusturabilirler. Homo  ve
heterodimer ¢iftleri olusunca reseptorler karsilikli
olarak birbirlerini fosforile ederek aktivasyonu
gerceklestirirler. Diger ErbB ailesi iiyelerinden
farkli olarak ErbB2 reseptdriine baglanabilen bir
ligand olmadigindan bu reseptér ErbB2/ErbB2
homodimeri olusturamaz sadece diger ErbB ailesi
tiyeleri ile heterodimerler meydana getirir (3, 4).

Birgok aragtirmact bu reseptor ailesinin
menstrual siklus siiresince insanlarda (5, 6, 7),
rhesus maymunlarinda (8), babunlarda (9), seksiiel
siklus siiresince ise kopeklerde (3, 10, 11, 12),
kegilerde (13) ve farelerde (14) luminal, bez epitel,
bagdoku ve diiz kas hiicrelerinden ekpresse
olmadigini ya da degisen yogunluklarda ekspresse
oldugunu gostermislerdir.

1960 yilindan beri deney hayvanlari birgok
hayvan modeli c¢alismalart i¢in kullanilmaya
baglanmustir. Sosyal hayvan olmalari, grup halinde
yasayabilme ozellikleri ve tiretimindeki
kolayliklardan dolay1 kemirgenler (fare, sigan vb.)
laboratuar  ¢alismalarinda daha ¢ok  tercih
edilmektedir. Sicanlar, yil boyu Ostrus gosteren
hayvanlardir ve siklus erkegin etkisiyle veya

Materyal ve Metot

Deney Hayvanlart

Bu calisma Dicle Universitesi Yerel Etik
Kurulu (DUHADEK) tarafindan onayland: (karar
say1st 2005-40).

Calismada Dicle Universitesi  Saglik
Bilimleri  Arastirma ve Uygulama Merkezi
(DUSAM) Miidiirliigii'nden temin edilen 10 adet
erigskin, 220-250 g agirliginda Spraque-Dawley 1rki
sican kullanildi. Hayvanlar, 12 saat aydinlik ve 12
saat karanlik 1s1k periyodunda barmdirilmst1. Pelet
yem ve su ihtiyaglar1 ise ad libitum olarak
karsilanmisti.

Histolojik Analiz

Eter anestezisi ile uyutulan hayvanlarin
uteruslar1 diseke edilerek disar1 alindi. Daha sonra
uterusun sag ve sol kornularindan, kiigiik pargalar
seklinde ornekler alinarak % 10’luk nétral formalin
soliisyonunda 24 saat tespit edildi. Rutin histolojik
islemleri takiben parafine bloklandi. Hazirlanan
parafin bloklarindan 5 mikrometre kalinliginda seri
kesitler alindi. Bu kesitlerden birincisi histolojik
incelemeler i¢in normal lama digerleri ise 3-
aminopropyl-triethoxysilane (APES) ile kaplanmig
diger lamlara alindi. Normal lamlara alinan kesitler
Crossman’n {i¢lii boyamasi ile boyandi ve uterusda
anostrusa bagli histolojik degisiklikler belirlendi
(16).

hormon uygulamalart ile uyarilir (15). Bu
hayvanlarda, siklus ortlama 4-5 giin siirer ve
prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus olmak tlizere
dort sathadan meydana gelir. Normalde disi
siganlarda anostrus goriilmez. Bu hayvanlarda,
sosyal ¢evreye ait uyaricilarin (primer feromonlar)
Ostrus siklusunun olusumunu ve sikligin etkiledigi
bilinmektedir. Ancak, disi sicanlar da kafes
kosullar1  siklusun ~ devamliligii  etkileyen
faktorlerden  birisidir  ve  dikkate alinmasi
gerekmektedir. Ostrus siklusunun diizeni kafesleme
kosullariyla yakindan iligkilidir ve grup halindeki
digilerde Ostrus supresyonunun derecesi kafes
icerisindeki popiilasyon yogunluguna baghdir.
Ozellikle, kalabalik halde birakilan disi siganlarmn
cogunda spontan yalanci gebelik ya da andstrus
(Lee-Boot etkisi) goriildigii baz1 ¢aligmalarda
ortaya konulmustur (15, 16). Sunulan ¢alismada da
biz grup halinde kafeslerde barindirilan ve yaninda
erkek hayvan bulunmayan andstrustaki siganlari
kullandik. Bu hayvanlarda andstrus siiresince
uterusta EGFR/ErbB/HER reseptorlerinin
lokalizasyonlarini  ve  fonksiyonlarini  ortaya
koyduk.

Immunohistokimyasal boyama

5 mikrometre kalinligindaki parafin kesitler,
deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden
sonra distile suda calkalandi. Endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek icin kesitler distile suda
hazirlanmig %3’°lik H»O; ile 20 dakika muamele
edildikten sonra 0.01 M Fosfat Buffer Saline
(PBS)’de iki kez S5’er dakika yikandi. Antijen
retrival islemi uygulanmaksizin,
immunoglobulinlerin ozgiil olmayan
baglanmalarini engellemek i¢in bloking serumda 15
dakika muamele edilen kesitler tavsan poliklonal
Epidermal Biiylime Faktorii Reseptor
(ErbB1/EGFR) (SantaCruz, sc-03), fare
monoklonal ErbB2 Reseptor (Neu) (SantaCruz, sc-
7301), tavsan poliklonal ErbB3  Reseptor
(SantaCruz, sc-285) ve tavsan poliklonal ErbB4
Reseptor (SantaCruz, sc-283) primer antikor ile
+4°C’de 1 gece siiresince inkiibe
edildi.inkubasyonu takiben 0.01 M PBS’te 4 kez
yikanan Kkesitler, biotinlenmis sekonder antikor
(Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) ile 20 dakika
nem odasinda, oda 1sisinda inkube edilip, tekrar 4
kez PBS ile yikandiktan sonra da enzim konjugath
strepavidinde (Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) 20
dakika muamele edildi. Kesitler, tekrar 4 kez PBS
ile  yikandiktan  sonra  DAB kromojen
soliisyonlarinda 5-15 dakika bekletildi. Gill’in
hematoksileninde 1 dakika siireyle zit boyama
yapilan kesitler ¢gesme suyunda mavilesinceye kadar
yikandi. Kesitler alkoller ve ksilolden gegirilip
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entellan ile kapatildi. Pozitif kontrol olarak
kullanilan meme tiimdrleri temin edilemedigi icin
boyanmalarin dogrulugunu kanitlamada negatif
kontroller kullanildi. Negatif kontrol olarak alinan
doku oOrnekleri ise primer antikor yerine PBS ile
muamele edildi. Boyamalar sonrasi preparatlar
Nikon-Eclipse 400 dijital fotograf makinesi
atagmanli arastirma mikroskobunda incelenerek
fotograflandu.

Immunohistokimyasal Boyanma Sonuclarinin
Degerlenmesi

Immunohistokimyasal boyanma, yogunluk
(intensity score) skoru kullanilarak semikantitatif
olarak degerlendirildi (2, 4). Yogunluk skorunda
(I), hiicrelerdeki pozitif boyanmalar; (-) negatif, (+)

zayif, (++) orta ve (+++) giiclii seklinde uygulandi.
Seri kesitlerde, 40x objektif biiyiitmede gelisi giizel
secilen ¢ farkli bolgede 100 adet luminal ve bez
epitel hiicresi, bagdoku ile diiz kas hiicresi
degerlendirildi.
Bulgular

Anfstrus  siiresince  sigan  uterusunda
luminal ve bez epitel hiicreleri, bagdoku ve diiz kas
hiicreleri ile kan damarlariin endotel ve diiz kas
hiicrelerinde ErbB/HER reseptorleri i¢in pozitif
membran ve sitoplazmik boyanmalar elde edildi.
Ancak, sican uterusunda luminal ve bez epitel
hiicreleri ile bagdoku ve diiz kas hiicrelerinde
EGFR/ErbB/HER reseptorlerinin immunreaksiyon
yogunluklarinin ~ farkliliklar ~ gosterdigi  ortaya
konuldu (Tablo 1).

Tablo 1. Andstrustaki sigan uterusunda epidermal biiylime faktorii reseptorlerinin semikantitatif skoru.

Uterusun EGFR/erbB1/HER1 erbB2/HER2 erbB3/HER3 erbB4/HER4
Katmanlari

Luminal epitel +++ +++ ++ +++

Bez Epiteli +++ +++ ++ +++
Bagdoku ++ ++ + ++

Kas doku + +++ + +++

Anostrustaki siganlarda EGFR/ErbB1/HERL reseptorlerinin bagdoku ve diiz kas hiicrelerinden ziyade
luminal ve bez epitel hiicrelerinden daha yogun ekspresse oldugu belirlendi (Sekil 1).

Sekil 1. Andstrustaki sigan uterusunda erbB1/HER1 reseptorlerinin lokalizasyonu. L; uterus liimeni, E; luminal
epitel, YB; yiizeyel bezler, S; bagdoku; DB; derin bezler, DK; diiz kaslar, D; kan damarlari, ok; pozitif bagdoku
hiicreleri, Barlar: 25 pm.

ErbB2/HER2 immun reaksiyonunun luminal ve bez epitel hiicreleri ile diiz kas hiicrelerinde, bagdoku
hiicrelerinden daha baskin oldugu saptandi. Siganlarda ErbB2/HER2 immunreaksiyonunun luminal ve bez epitel
hiicrelerinin 6zellikle bazal sitoplazmasinda yogunlastigi belirlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. Andstrustaki sigan uterusunda erbB2/HER?2 reseptorlerinin lokalizasyonu. L; uterus limeni, E; luminal
epitel, YB; yiizeyel bezler, S; bagdoku; DB; derin bezler, DK; diiz kaslar, D; kan damarlar1, ok; pozitif bagdoku
hiicreleri, Bar: (A) 25 pm, (B) 50 pm.

Sekil 3. Andstrustaki sican uterusunda erbB3/HER3 reseptdrlerinin lokalizasyonu. L; uterus limeni, E; luminal
epitel, YB; ylizeyel bezler, S; bagdoku; DK; diiz kaslar, ok; pozitif bagdoku hiicreleri, Bar: 25 pm.
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Sekil 4. Andstrustaki sigan uterusunda erbB4/HER4 reseptorlerinin lokalizasyonu. L; uterus liimeni, E; luminal
epitel, YB; yiizeyel bezler, S; bagdoku; DK; diiz kaslar, D; kan damarlari, ok; pozitif bagdoku hiicreleri, Bar: (A)
25 um, (B) 50 um.

ErbB3/HER3 luminal ve bez epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda daha yogun oldugu, bagdoku ve
diiz kas hiicrelerinde ise ekspresyon yogunlugunun azaldigi gorildi (Sekil 3). ErbB4/HER4
immunreaksiyonunun ise luminal ve bez epitel hiicreleri ile diiz kas hiicrelerinde, bagdoku hiicrelerinden daha
yogun oldugu belirlendi (Sekil 4). Ayrica, kan damarlarinin endotel ve diiz kas hiicrelerinden ErbB1/HER1
zay1f, ErbB3/HER3, ErbB4/HER4 orta, ErtbB2/HER2 nin ise gii¢lii bir sekilde ekspresse oldugu ortaya konuldu

(Sekil 1-4).
Tartisma

Uterus fonksiyonlar1 steroid hormonlar,
biliylime ve anjiogenik faktorler ile sitokinleri iceren
ekstraseliiler uyarim yollarinin kompleks etkilesimi
ile  diizenlenmektedir.  Sitoplazmik ya da
transmembran olarak ekspresse olan bu faktorlerin
ligandlar1 reseptorlerine baglanarak aktive olurlar.
Boylece, uterusdaki hiicrelerin biiyiime, farklilagsma
ve proliferasyonunu uyararak, endometrium’un
siklik rejenerasyonu saglar, embriyo gelisimi ile
implantasyon ig¢in uterusun vaskularizasyonunu
arttirarak gebeligin basarili bir sekilde devam
etmesine yardimei olurlar (1, 17).

Birgok arastirmaci, insanda dahil olmak
lizere birgok tiirde siklus siiresince ErbB/HER
reseptorlerinin uterustaki hiicresel
lokalizasyonundan ya da dagilimu ile sikluslara gore
meydana  gelen  yogunluk  degisimlerinden
bahsetmislerdir. Kopekler disindaki diger tiirlerde
anostrus fazindan bahsedilmemistir. Bundan dolay1
da, sadece kopekler ile ilgili caligmalar dikkate
almarak tartigma sekillendirilmistir. Aragtirmacilar,
kopeklerde andstrus siiresince uterusun  biitiin
katmanlarinda EGFR/erbB1 ekpresyonunun
azaldigmi  bildirmiglerdir (3, 11-13). Bizim
caligmamizda kopeklerde andstrus siiresince,
ErbB2/HER2 ekspresyonunun bagdoku
hiicrelerinden ziyade luminal, bez epitel ve diiz kas
hiicrelerinde daha baskin oldugu belirlenmistir.
Ekspresyonun ozellikle luminal ve bez epitel

hiicrelerinin bazal laminasinda yogunlastigi ortaya
konulmustur. ErbB3/HER3 ekspresyonunun
uterusun  biitlin  katmanlarinda, ErbB4/HER4
ekspresyonunun ise sadece bez epitel hiicrelerinde
yogun oldugu saptanmistir. Sunulan ¢aligmada,
anostrustaki siganlarin  uterusundan elde edilen
ErbB/HER  reseptorlerinin  lokalizasyonu  ve
dagilim ile ilgili sonuglarin nisbeten kopeklerden
elde edilen sonuglarla benzer oldugu goriilmiistiir.
Sicanlarda da luminal ve bez epitel hiicrelerinde
EGFR/ErbB1, ErbB2/HER2, ErbB3/HERS,
ErbB4/HER4 reseptorlerinin ekpresyonunun daha
baskin oldugu ortaya konulmustur. Ancak,
kopeklerde bildirilenin  aksine (3), si¢anlarda
ErbB3/HER3 ve ErbB4/HER4 ekspresyonlarinin
luminal ve bez epitel hiicrelerinde daha baskin
oldugu, ayrica ErbB3/HER3 lokalizasyonun epitel
hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda yogunlastigi
saptanmigtir.

Otokrin ya da parakrin mekanizmalar yolu
ile etki gosteren biiylime faktdrleri ve reseptorleri
disi genital kanalindaki farklilagmalarin
kontroliinde ve biiyiimenin devamliliginda 6nemli
roller oynar (1, 18). ErbB1/HER1’in ligandlan
araciligryla hiicre proliferasyonunu uyaran bir ajan
oldugu  bildirilmistir (1, 19).  Ozellikle,
ErbB1/HER1’in insanlarda uterusta proliferatif faz
stiresince hiicre migrasyonunu uyardig1
gosterilmistir  (19). Dah  onceki ¢aligmalarda,
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ErbBI/HER1 ile ErbB2/HER2’nin  dimerler
sekillendirerek hiicre proliferasyonunu uyardigi
ifade edilmistir (19, 20). Genel olarak,
ErbB3/HER3 ve erbB4/HER4’iin de hiicre
farklilasmasinda  6nemli  oldugu, ancak bu
reseptorlerin hiicrelerde proliferasyon, apoptosis,
migrasyon ve adhezyonu baskiladigi tespit
edilmigtir (5, 19, 20). Yukarida bahsedilen literatiir
bilgileri dikkate alindiginda, sigan uterusunda da
ErbB/HER  reseptorlerinin =~ benzer  fizyolojik
fonksiyonlar1  yerine  getirebilecegi  kanisina
varilmistir.

Daha onceki galigmalarda bildirildigi gibi,
sunulan ¢aligmada da damar endotel ve diiz kas
hiicrelerinden degisen yogunluklarda epidermal
bliylime faktorii reseptdrlerinin ekspresse oldugu
ortaya konulmus ve bu durum, reseptorlerin
siganlarda da uterustaki anjiogeneziste ve damar
permeabilitesinde rolii olabilecegini
diisiindiirmistiir (21, 22). EGFR’nin (ErbB1/HER1)
aktivasyonunun endotel hiicrelerindeki etkileri tam
olarak bilinmemesine karsin (21), ineklerde
vaskuler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu
uyardig1 rapor edilmistir (22). Aslinda EGFR’nin
(ErbB1/HER1) vaskuler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu ve migrasyonunda anahtar bir rol
oynadig1 iyi bilinmektedir (21, 22). Sicanlarda da
yukarda bahsedildigi gibi epidermal biiyiime
faktorii reseptorlerinin endotel hiicrelerinden ziyade
vaskuler diiz kas hiicrelerinde benzer fonksiyonlari
yerine getirdigini soyleyebiliriz.

Sonu¢  olarak, andstrus  siiresince
ErbB/HER reseptorlerinin sigan uterusundan hiicre
tiplerine gore degisen yogunluklarda ekspresse
oldugu ortaya konuldu. ErbB/HER reseptorlerinin
andstrus  sliresince  luminal ve bez epitel
hiicrelerinden daha yogun ekspresse olmasi, bu
reseptorlerin sican uterusunda epitel hiicrelerinin
proliferasyonu, farklilagsmasi ve migrasyonunda
onemli roller oynayabilecegini akla getirmistir.
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