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ERiISKIN KEDI OVARYUMUNDA OVARIYAL SIKLUS SIRASINDA
CLAUDIN-1 VE CLAUDIN-5’IN IMMUNEKSPRESYONLARI

Nermin ATES

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

Dal Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2017
Damsman: Prof. Dr. Narin LIMAN
KISA OZET

Ovaryumda ovariyal siklus sirasinda folikiillerin ve korpus luteumun (CL) biiylimesi ve
gerilemesi, bu yapilart olusturan hiicrelerdeki cogalma, farklilasma, apopitoz ve goc
gibi c¢esitli fonksiyonlarla karakterizedir. Hiicrelerarasi baglantilar komsu hiicreler
arasindaki iletisimin 6nemli bir bileseni olarak bu fonksiyonlarin diizenlenmesinde
onemli rol oynarlar. Hiicrelerarasi baglantilarin baglica bileseni olan siki baglantilar
(TJs) claudin’ler, occludin ve baglanti yapisma molekiilleri (JAMs) gibi farkl
transmembran adezyon proteinlerinden olusurlar.  Claudin’ler TJs’n en Onemli
bilesenleri olup iyonlarin ve kiigiik molekiillerin paraseliiler yolaklarda taginmasini
kontrol ederler. Bu calismanin amaci, Ostrus siklusunun farkli dénemlerindeki kedi
ovaryumunda claudin-1 ve claudin-5’in doku ekspresyonunu ve lokalizasyonunu
immunohistokimya yontemi kullanarak belirlemek ve folikiiller ile korpus luteumun
(CL) biiyiimesi ve gerilemesi gibi ovaryum dinamiklerinde claudin-1 ve claudin-5’in
olas1 roliinii aragtirmaktir. Kedi ovaryumunun tiim hiicre tiplerinde, claudin-1 ve
claudin-5 immunreaksiyonlarinin genel olarak g¢ekirdek ve sitoplazmada bulundugu,
ancak germinatif epitel, stromal ve tekal tip interstisyel hiicreler ile CL’un luteal
hiicrelerinde membransel yerlesim de gosterdikleri belirlendi. Tiim saglikli folikiillerde
claudin-1 ve claudin-5 immunreaksiyonlari oosit, pregraniiloza/ graniiloza ve teka hiicre
katmanlarinda bulundu. Erken, orta ve geg luteal fazlardaki CL’da claudin-1 ve claudin-
5’in immunlokalizasyonlar1 benzerdi; bununla birlikte, immunboyanma yogunluklarinin
erken dénemde en yiiksek oldugu ve geg luteal fazda ise azaldig: goriildii. Interstisyel
stromada, stromal fibroblast-benzeri hiicrelerin her iki claudin tipi i¢in pozitif reaksiyon
gosterdikleri belirlendi. Bu hiicrelerdeki boyanma yogunluklarinin sabit kaldigi ve
Ostriis siklusu evrelerinden etkilenmedigi tespit edildi. Ayrica stromal interstisyel
hiicreler, diiz kas hiicreleri ve arteriyollerin endotel ve diiz kas hiicrelerinde de claudin-1

ve claudin-5 i¢in pozitif immunreaksiyon goriildii. Sonug olarak claudin-1 ve claudin-
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5’in kedi ovaryumlarindaki tiim hiicrelerde ¢ekirdek ve sitoplazmada yerlesmeleri bu
adezyon molekiillerinin ovaryum hiicrelerinde c¢ogalma, farklilasma, gbé¢ etme ve
apopitoz gibi olaylarin diizenlenmesinde rol oynayabilecegini gostermektedir. Ayrica
claudin-1 ve claudin-5’in germinatif epitel, stromal ve tekal interstisyel hiicreler ile
CL’un luteal hiicrelerinde membransel yerlesimli olmalari claudin-1 ve claudin-5’in bu
hiicrelerin adezyonunda gorevli olabilecegini, ancak graniiloza ve teka hiicrelerinde
membransel yerlesim gostermemeleri ise folikiil gelisiminde adezyon molekiilii olarak

islev gormediklerini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kedi, ovaryum, claudin-1, claudin-5, immunohistokimya
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THE IMMUNEXPRESSION OF CLAUDIN-1 AND CLAUDIN-5 DURING THE
OVARIAN CYCLE IN THE ADULT CAT OVARY

Nermin ATES

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences Department
of Histology and Embryology

MSc Thesis, January
Supervisor: Prof. Dr. Narin LIMAN
ABSTRACT

The growth and regression of ovarian follicles and corpus luteum (CL) during the
ovarial cycle are characterized by various cellular functions of ovarian cells, including
proliferation, differentiation, apoptosis and migration. Cell-cell junctions play important
role in regulating these processes as an essential component for communication between
the neigboring cells. Major components of intercellular junctions are tight junctions
(TJs) which are composed of different transmembrane proteins claudins, occludin, and
junctional adhesion molecules (JAMs). Claudins are one the major components of TJs
that control the transport of ions and small molecules in paracellular pathways. The
purpose of this study was to identify tissue expression and localization of claudin-1 and
claudin-5 in the cat ovary during different stages of the ovarian cycle using
immunohistochemistry and was to investigate the potential role of claudin-1 and
claudin-5 in ovarian dynamics such as the growth and regression of follicles and CL. In
all cell types of cat ovary, the immunostainings for claudin-1 and claudin-5 are mainly
localized in the nucleus and cytoplasm. However, the membranous localizations of
claudin-1 and claudin-5 were observed in the surface epithelium, stromal and thecal
type intesrtistiel cells, and luteal cells. In the all healthy ovarian follicles, the
immunostainings for claudin-1 and claudin-5 were present in oocytes,
pregranulosa/granulosa and theca cell layers. In atretic follicles, the immunostainings
were also found granulosa cells, thecal type interstitiel cells and thecal fibroblast like
cells. In CL, both small and large luteal cells were stained positively for both claudins.
The patterns of immunostaining were similar in early, mid, and late luteal phases;
however, the intensity was highest at early and decreased at late luteal phase. In the

interstitial compartment, the some stromal fibroblast-like cells exhibited positive



viii

immunostaining for claudin-1 and claudin-5, and the pattern of immunostaining for
claudins remained constant and was not affected by the stage of oestrus cycle.
Furthermore, ovarian stromal interstitiel cells, smooth muscle cells and endothelial and

smooth muscle cells in arterioles were also immunostained for both claudins.

In conclusion, the nuclear and cytoplasmic localizations of claudin-1 and claudin-5
suggest that these adhesion molecules may play a role in the regulation of events such
as proliferation, differentiation, migration and apoptosis in ovarian cells. Furthermore,
the membranous localizations of claudin-1 and claudin-5 in the surface epithelium,
stromal and thecal type intertistial cells and luteal cells of CL indicate that claudin-1 and
claudin-5 may be involved in the adhesion of these cells, whereas the absence of
claudin-1 and claudin-5 immunoreactivities on the plasma membranes of both granulosa
and theca cells suggest that they do not function as adhesion molecules in the

development of follicles.

Key words: Cat, ovary, claudin-1, claudin-5, immunohistochemistry
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KISALTMALAR ve SIMGELER

AlJ: Yapistirict baglanti, adhesion junction

Als: Yapistirict baglantilar, adhesion junctions

CFA: The Cat Fanciers’ Association

CH: korpus hemorajikum

CL: korpus luteum

DAB: Diaminobenzidine

E,: ostradiol

FIFE: Federation International Feline

FSH: Follikiil stimuli edici hormon

GJ: Oluklu baglanti, gap junction

H.0,: Hidrojen peroksit

IPCBA: International Progressive Cat Breeders Alliance

JAM: baglant1 yapisma molekiilleri, junctional adhesion molecules
LH: Luteinize edici hormon

LTH: Luteotropik hormon

mm: milimetre

um : mikrometre

P: progesteron

PAS: Periodic Acid Schiff

PGF2a: Prostaglandin F2 alfa

PP: Yalanci gebelik

PP1: Yalanci gebelikte korpus luteumun sekillendigi birinci evre
PP2: Yalanci gebelikte korpus luteumun geliserek biiyiidiigii ikinci evre
PP3: Yalanci gebelikte korpus luteumun erken regresyon evresi

PP4: Yalanc1 gebelikte korpus luteumun geg regresyon evresi



Strept-ABC: Strepavidin Biotin Kompleks immunoperoksidaz teknigi

TICA:

TJ:

TJs:

VEGF:

Z0:

Z0-1:

Z0-2:

Z0-3:

The International Cat Association
Siki baglanti, Tight junction

Sik1 baglantilar

Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii
Siki baglant1, Zonula okludens
Zonula okludens-1

Zonula okludens-2

Zonula okludens-3
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1.GIRIS VE AMAC

Hiicrelerarasi baglanti komplekslerinin apikal bileseni sik1 baglantilar [zonula okludens
(ZO) ya da tight junctions (TJs)] olup hiicreler arasindaki iletisimde gorevli olmalarinin
yanisira, membranda bir bariyer ya da cit olusturarak paraselliiler gecirgenligin
diizenlenmesinde ve doku ile hiicre biitiinliigliniin korunmasinda rol oynarlar (1, 2). TJs
aksesuar proteinlerle aktin hiicre iskeletine baglanan claudinler, occludinler ve baglanti
yapisma molekiilleri [junctional adhesion molecules, JAMs] gibi transmembran
proteinlerden olusurlar (3). Bunlardan claudinler biitiin epitel ve endotel hiicrelerinde
TJs’da bulunan 20-24 kDa agirhigindaki integral membran proteinleridir (4) ve
fonksiyonel olarak bariyer (claudin-1,-3,-4,-5) ve por olusturan (claudin-2,-7,-10 and -
16) claudinler olarak iki gruba ayrilirlar (5). Bariyer olusturan claudinler farkli iyonlar
ve proteinlere karsi paraselliller permeabiliteyi azalttiklar1 halde, por olusturan
claudinler iyonlara kars1 paraselliiler permeabiliteyi artirirlar. Bunun bir sonucu olarak,
farkli claudin izoformlarinin dokuya 06zgii ekspresyonlari bu dokudaki TJs’in
permeabilite 6zelliklerini belirleyen en 6nemli faktordiir (6). Membrandaki claudin
ekspresyonundaki azalmalarin TJs’in biitiinliigiiniin bozularak gecirgenligin artmasina,
boylece biiylime faktorleri icin erisilebilir bir mikrogevre olusmasina ve kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasi ile timdr olusmasi ve yayilmasina neden oldugu ileri siirtilmektedir (7,
8, 9). Ayrica claudinlerin lokalizasyonlarindaki degisikliklerin, tiimor hiicrelerinin
cogalmast ve canliliklarimi etkiledigi (10, 11), Claudin-1’in sitoplazmik ve niiklear
lokalizasyonlarinin hiicre canlilif1 iizerine etkisinin hiicre tipine bagl olarak degistigi ve
claudin-1’in apoptosisi indiikledigi (10) veya antiapopitotik etkisinin bulundugu (12)
cesitli calismalarla saptanmistir. Claudin’lerin hiicre baglantist ile iligkili olmayan

aktivitelerinden biri de anjiyogenez ile ilgili olaylara katilmasidir (13). Claudin’ler



hiicre ve doku spesifik olarak eksprese edilirler ve bunlarin ekpresyonlar1 ayni organin

farkli dokularinda degisiklik gosterebilir (14).

Disi cinsiyet hiicresi oosit ile steroid hormonlardan Ostrojen ve progesteronun iiretim
yeri olan ovaryum hipofizden salgilanan gonadotropik hormonlarin [Folikiil stimuli
edici hormon (FSH), Luteinize edici hormone (LH)] etkisiyle bir takim morfolojik
degisiklere ugrar. Ovariyal siklus olarak adlandirilan bu degisiklikler sirasinda
ovaryumun fonksiyonel {initesi olan ve olgunlasmamis oosit ile bunu kusatan somatik
hiicrelerden olusan folikiiller sekillenir ve olgunlasir. Bu olay folikiilogenez olarak
adlandirilir. Folikiil gelisimine paralel olarak oosit olgunlasir (oogenez) ve Graaf
folikiilii patlar (oviilasyon). Patlayan folikiil korpus luteuma farklilagir. Folikiil gelisimi
ve biiyiimesi ile korpus luteumun olusmasi hiicre ¢ogalmasi (graniiloza hiicrelerinin
proliferasyonu), farklilagmasi (teka gelisimi, lutein hiicrelerinin olugsmasi) ve apoptosis
(antrum olusumu) olaylar1 ile oviilasyondan oOnce folikiil gelisimi ve oviilasyondan
sonra korpus luteumun gelisimi sirasinda meydana gelen anjiyogenezi icine alan
olduk¢a kompleks ve dinamik siirecler olup hiicreler arasi baglantilarin bu siireglerin
regiilasyonunda 6nemli rol oynadiklar1 g¢esitli ¢alismalarla ortaya konmustur (15-19).
TJs’in ana kurucu proteini olan claudin-1’in ovaryum yiizey epitelinde (20) ve korpus
luteumdaki grantiloza lutein hiicrelerinin membranlarinda lokalize oldugu (15), bariyer
olusturan claudinlerden claudin-5’in endotel hiicrelerine spesifik oldugu ve korpus
luteumun anjiyogenezinde Onemli rol oynadigi (15, 17) ¢esitli ¢aligmalarla
gosterilmistir. Bununla birlikte ovaryumda normal folikiiler ve korpus luteum gelisimi
ile folikiiler ve luteal anjiyogenezde claudin’lerin lokalizasyonlar1 ve fonksiyonlarina
iliskin ¢aligmalar az sayida olup bunlar da insan ve primatlarda yapilmistir. Kediyi de
icine alan evcil memelilerde yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismanin amaci kedi ovaryumunda TJ proteinlerinden claudin-1 ve claudin-5’in
lokalizasyonunu belirlemek ve bu baglamda TJ proteinlerinin folikiiler biiyiime,
farklilagsma ve atrezi ile korpus luteumun gelisimi ve regresyonu olaylarinda, ovariyal
siklus boyunca epiteliyal-mezensimal degisimde, ayrica folikiiler ve luteal

anjiyogenezdeki olas1 fonksiyonlarini ortaya koymaktir.

Mevsimsel poliostrus gosteren evcil kediler, glinlimiizde pet hayvani olarak yetistirilen
ve ayni zamanda vahsi kedilerin fizyolojilerinin belirlenmesi i¢in de model olarak

kullanilan hayvanlardir. Ayrica kedi ovaryumu biitiin folikiil evrelerinin (primordial,



primer, sekonder, pre-antral ve antral folikiiller) her zaman goriilebilir olmasi nedeniyle
folikiiler gelisimin incelenmesi i¢in de ideal bir modeldir (21). Bu c¢alisma ile kedi
ovaryumunda  claudin’lerin  folikiilogenez ve luteal gelisim siirecindeki
lokalizasyonlarinin ve ekspresyonlarinin ortaya konacak olmasi, bu molekiillerin genital

sistemdeki olas1 fonksiyonlarina iliskin bilgilere katki saglayacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. EVCIL KEDININ GENEL OZELLIKLERI

Kedi ailesi (Felidae) 37 tiir igerir. Evcil kedi hari¢ olmak iizere, hepsi yok olma
tehlikesiyle kars1 karsiyadir. Diger nesli tiikenmekte olan hayvanlarda oldugu gibi, kedi
popiilasyonlarindaki azalma Oncelikle hizlanan bir habitat yok etme ve kagak avlanma

kaynaklidir (22)

Evcil kediler anatomik olarak giiglii, esnek bedenleriyle, hizli refleksleriyle, keskin, geri
cekilebilen penceleriyle ve kiiciik avlart oOldiirmeye uyarlanmis disleriyle diger
kedigillere benzerler. Kediler insan kulaklar1 i¢in ¢ok zayif ya da c¢ok yiiksek
frekanstaki sesleri duyabilir ve karanliga yakin ortamlarda gorebilirler. Ancak ¢ogu
memeli hayvanlar gibi, kediler insanlara gore daha zayif renkli goriise ve daha giiclii
koku alma duyusuna sahiptirler. Diinyada 70'den fazla kedi irki oldugu tahmin
edilmekle birlikte, cesitli uluslararasi organizasyonlar tarafindan taninan irklarin sayisi
tescil eden kurumun standartlarina gore farklilik gosterebilmektedir. Bu sayi, [IPCBA
(International Progressive Cat Breeders Alliance) tarafindan 73, ABD merkezli en
biiyiik ikinci organizasyon olan TICA (The International Cat Association) tarafindan 58,
CFA (The Cat Fanciers' Association) tarafindan 44, Liiksemburg merkezli FIFE

(Federation International Feline) tarafindan 43 olarak agiklanmistir (22).

Kediler, tek baslarina avlanmalarina ragmen sosyal bir tiirdiir. Kedilerde iletisim, kedi
feromeni ve kedilere 6zgii viicut dilinin yani sira seslenme ¢esitliligini (miyavlama,
mirilti, sesini titretme, tislama, hirilti ve girtlakst ses) de i¢ine alir. Kediler etcil
hayvanlardir. Sindirim sistemleri eti etkin bicimde isleyecek sekilde evrildiginden,
bitkisel iirlinleri zor sindirirler. Sindirim kanalinin diger memelilere gére daha kisa
olmasi, karbonhidratlar1 sindirmek i¢in gereken enzimlerin az miktarda bulunmasi,

kedilerin bitki kaynakli besinleri ve baz1 yag asitlerini sindirmedeki becerilerini sinirlar.



Bununla birlikte kediler arada sirada mevcut besinlerine ilaveten ¢im yemeyi tercih
edebilirler. Cim, kediler i¢in folik asit kaynagi ve sindirim sistemindeki tiiyleri kolay
atmak igin bir lif kaynagidir. Kediler yiiksek bir tireme oranina sahiptir. Kontrollii

tireme halinde gogalabilirler ve tescilli cins hayvanlar olarak gosterilebilirler (23).

Kedilerin Antik Misir’da tapilan hayvanlar oldugu ve orada evcillestirildikleri
distiniilmektedir. Bir genetik calisma, evcil kedilerin milattan 6nce 8000'de, Orta
Dogu'da Afrika yaban kedisi (Felis silvestris lybica) soyundan tiiredigini ortaya
cikarmustir (24). Evcil kediler ve onun yabani atasi 38 kromozom ve 20000 gene sahip
olan diploid organizmalardir. insanlardaki diyabet, akromegali, kas distrofisi, hemofili
vb. gibi hastaliklarin analogu olan 250 kalitsal hastalik tespit edilmistir (25). Son
yillardaki biyomedikal arastirmalar evcil kedinin o6zellikle sinir bilimi, davranissal
biyoloji, lireme fizyolojisi ve endokrinolojisi, insan kalitimi, kanser ve infeksiyoz
hastaliklarinin anlagilmasi i¢in degerli model organizma oldugunu gostermistir. Evcil
kedi kopeklerden farkli olarak tam karnivor (etcil) oldugundan memeli genomlarini
karsilastirmak i¢in de model organizma olarak énemli bir degere sahiptir. Ayrica evcil
kedi hem yakin filogenetik akrabaligi olan yabani kedi (Felis silvestris), kum kedisi
(Felis margarita), kara ayakli kedi (Felis nigripes) ve orman kedisi (Felis Chause)’nin,
hem de cita, puma, aslan ve kaplan gibi nesli tiikenmekte olan vahsi tiirlerin genel
biyolojilerini anlamak i¢in 6nemli bir model hayvandir. Bunlarin yanisira birgok tilkede
vahsi kedi popiilasyonlarinin korunmasi amaciyla Ostrus siklusunun, oviilasyonun ve
gebeligin ardindaki mekanizmalar1 anlamaya yonelik ¢aligmalarda yaygin sekilde evcil

kedi model hayvan olarak kullanilmaktadir (26).

2.2.DiSI KEDILERDE GENITAL SISTEM

Diger disi memeli hayvanlarda oldugu gibi kedilerde de genital sistemin organlari esey
hiicrelerini yapan ovaryumlar, genital kanallar olarak tuba uterina’lar (ovidukt,
salpinks), uterus, serviks, vagina ve dis genital organ olarak da vulva’dan olusur.
Eriskin disi kedilerde ovaryum oval bi¢imli olup yaklasik 1.0 x 0.3 x 0.5 cm
blytikliglinde ve 220 mg agirligindadir. Tuba uterina’lar 5-6 cm uzunlugunda iken,
uterus 2 cm uzunlugunda bir korpus ile her biri 10 cm uzunlugunda olan iki kornudan
olusur. Uterusun biiyiikligii kedinin biiyiikligiine, yasina yasa, ostrus siklusunun veya

gebeligin donemine gore degisiklik gosterir. Kedilerde serviks vulvanin 40 mm
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kraniyalinde yerlesmis abdominal bir organdir. Vagina yaklasik 2 cm uzunlugunda olup

vulvadan iiretral delige kadar uzanir (27, 28).

Bu calismada materyal olarak ovaryumlar kullanildigindan sadece ovaryumun yapisi

hakkinda bilgi verilmistir.

23.KEDIi VE DIGER MEMELILERDE OVARYUMUN YAPISAL
OZELLIKLERI

Ovaryumlar esey hiicrelerini (oosit) iireten, salgiladiglr steroid hormonlarla genital
sistemin diger organlar1 lizerinde etkili olan ve bdylece sekstiel siklusu diizenleyen bir
cift organdir. Genellikle oval bi¢imli olan ovaryumlarda damar ve sinirlerin girip ¢iktig1
bolge hilus olarak adlandirilir ve tiim memelilerde ovaryum, uterusun kenarlarinda
uzanan ligamentum lata uteri’nin bir boliimii olan bagdokusu 6zelligindeki mezovaryum
ile uterusa ve pelvis duvarina tutunur. Mezovaryum peritonun viseral yapragi,
ovaryumlar ise bir bazal membran {izerine oturmus olan germinatif epitel ile
ortiiliidiirler. Germinatif epitel hormonal degisime baglh olarak tek katli yassi, kiibik
veya prizmatik 6zellik gosterir. Germinatif epitel altinda siki bagdokudan olusan tunika
albuginea bulunur. Her bir ovaryum tunika albugineanin hemen altinda yerlesen bir dis
katman olan korteks (kortikal bolge) ve icte yerlesen medulla (medullar bolge) ‘dan
olusur (29) .

2.3.1.Korteks

Bu kisim ovaryumun fonksiyonel iiniteleri olan ¢esitli gelisim asamalarindaki ovaryum
folikiilleri, korpus albikans ve korpus luteum ile bunlar arasindaki kortikal stromadan
olustugundan zona parensimatoza olarak da adlandirilir. Kortikal stroma, mekik
bi¢cimindeki stromal hiicreler, ince kollagen ve retikulum iplik demetleri ve sekilsiz
temel maddeden olusan gevsek bagdoku o6zelligindedir. Stromal hiicreler fibroblast
benzeri hiicrelerdir, ancak lipid damlaciklar: igerirler. Bunlar ovaryumun siklik yapisal
degisimlerinde onemli rol oynarlar ve stromada retikiiler bir ag i¢ine gomiilmiis
epiteloid karekterdeki interstisyel hiicrelere dontiserek Ostrojen hormonunu salgilarlar.
Stromada ayrica diiz kas hiicreleri de bulunur. Diger memeli tiirlerinden farkli olarak
kemiriciler, kopek ve kedi ovaryumlarinda ayrica interstisyel bez hiicreleri olarak
adlandirilan epiteloid hiicre kordonlart mevcuttrur. Bu hiicreler atretik, antral

folikiillerin teka internasindan veya atretik, preantral folikiillerin graniiloza



hiicrelerinden kaynaklanir. Bunlar da lipid inkliizyonlar1 iceren ¢ok yiizeyli epiteloid
hiicreler olup, ovaryumun mekik seklindeki stromal hiicrelerinden farkli tiptedirler.

Tavsanlarda steroid hormonlarin biiyiik bir boliimiinii sentezlerler (29).

2.3.2.0varyum folikiilleri

Folikiiller tireme siirecinde saglikli bir oositin gelisiminde temel bir rol oynamalarinin
yan1 sira beyin, kardiyovaskiiler ve iskelet sisteminin normal fonksiyonlarinin
stirdiiriilmesi i¢in gerekli olan steroidlerin iiretiminden de sorumlu yapilardir. Bir folikiil
merkezde bir veya birden fazla oosit ile bunu saran folikiil epitel hiicrelerinden
(graniiloza hiicreleri) olusur. Ovaryum folikiilerinin gelisimi folikiilogenez olarak
adlandirilir ve folikiilogenez sirasinda, oositin biiylimesi ve oositi kusatan folikiil epitel
hiicrelerinin farklilasmasina bagl olarak folikiil morfolojisi degisim gosterir. Iinsan ve
memeli  hayvanlarda  ovaryum  folikiilerinin ~ gelisim  asamalarina  gdre
siniflandirilmasinda farkli tanmimlamalar yapilmistir. Insanlarda genel olarak ovaryum
folikiilleri primordiyal, primer, sekonder ve olgun veya Graaf folikiili olarak
smiflandirilir  (29). Kopeklerde morfolojilerine biiyiikliiklerine, folikiil epitel
hiicrelerinin tip ve sayisina ve folikiiler sivinin varligina gére 5 siifa ayrilir: Bunlar;
primordiyal, primer, sekonder (preantral), erken antral ve gec antral folikiillerdir (30).
Kedilerde ovaryum folikiilerinin yapisi genel olarak diger memelilerinkine benzer.
Ancak kedilerde ovaryum folikiilleri degisik aragtirmaci gruplari tarafindan farkli
sekilde siniflandirilmistir. Bristol-Gould and Woodruff (21), folikiilleri primordiyal,
sekonder ve antral folikiiler olarak siniflandirirken, Reynaud et al. (31) primordiyal,

primer, sekonder, preantral ve antral folikiil tanimlamalar1 yapmustir.

Memelilerde en erken ovaryum gelisimi primordiyal germ hiicrelerinin embriyonik
gonad taslaklarina go¢ etmesi ve yayilmasi ile baglar. Gonad taslaklarinda kolonize olan
primordiyal germ hiicreleri gbé¢ etme yeteneklerini (motilite) kaybederler ve
gametogenezis baglar. Kisa bir siire sonra gonadlarin cinsiyet spesifik farklilagmasi
baslar ve primordiyal germ hiicreleri mayotik olarak aktif oogonyumlara, bunlar da
primer oositlere (oosit I) doniisiirler. Primer oositler mayoz boliinme siirecine girerler
ve pubertiye kadar I. mayoz bdliinmenin profazinda tutuklu kalirlar (32). Kedilerde
primer oosit olusumu fetal gelisimin yaklasik 40-50. giinlerinde baslamakla birlikte,
dogumdan sonra 8. giinde tamamlanir. Folikiilogenez sigir, koyun ve buffalo’da (33)

dogumdan oOnce, sican, fare ve hamsterde (33-35) ise dogumdan kisa bir siire sonra



baslar. Pubertiye kadar olan donemde ovaryumdaki germ hiicrelerin hepsi primer oosit
olup oviilasyon oluncaya kadar da bu asamada kalir (36). Memeli ovaryumlar1 binlerce

folikiil icerir, bunlarin yaklasik %99.9°u atrezi, apoptosis ve hiicresel nekroz ile elimine

edilir (37).
2.3.2.1.Primordial ve primer folikiiller

Kedi ovaryumunu kemirici ovaryumundan ayiran en Onemli yapisal ozellik tunika
albugineanin hemen altinda korteksde yerlesmis olan primordiyal folikiillerin
bollugudur. Bu o6zelligi ile kedi ovaryumu daha c¢ok koyun, maymun ve insan
ovaryumuna benzer. Primordiyal folikiiller tek katli yass1 graniiloza hiicreleri tarafindan
sarilmis olan ve mayoz boliinmenin 1. profazinda tutuklu kalan inaktif bir oosit igerirler.
Primordiyal folikiiller ovaryumlardaki rezerv folikiillerdir. Bristol-Gould and Woodruff
(21) ‘a gore primordiyal folikiiller 20-30 pm ¢apinda oosit i¢eren en kiiciik folikiillerdir
ve li¢ tipe ayrilirlar. Primordiyal folikiillerin birinci tipini olusturan B sinifi folikiillerde
oositi, sayis1 1-8 arasinda degisen tek katli basik veya yassi pregraniiloza hiicreleri
sarmistir. Gegici primordiyal folikiiler olarak tanimlanan B/C sinifi folikiillerde ise oosit
tek katl1 yassi veya kiibik graniiloza hiicreleri ile sartlmistir. Ugiincii primordiyal folikiil
tipi C smufi primordiyal folikiiller olup bunlar primer folikiiller olarak da tanimlanirlar.
Primer folikiillerde oosit ¢cap1 30-50 um’dir ve tek katli kiibik veya prizmatik graniiloza
hiicreleri ile sarilmislardir. Bazi arastirmacilar (21, 38) primer folikiillerde zona
pellusida ve graniiloza hiicre katmanin1 ovaryum stromasindan ayiran bazal membranin
belirgin olarak goriilebildigini bildirdigi halde, Reynaud et al. (31) primordiyal ve
primer folikiillerde bulunmadigini ancak 110 pm’den biiyiikk sekonder folikiillerde

oOl¢iilebilir oldugunu rapor etmislerdir.

Insanda primer folikiiliin yapisal 6zellikleriyle ilgili bilgiler kedilerdekinden farklidur.
Puberti ile birlikte hipofiz 6n lobundan salgilanan FSH’nin etkisiyle her siklusta belli
sayida (5-15) primordial folikiiliin hem oosit hem de folikiil epitel hiicrelerinde bir
takim yapisal degisiklikler meydana gelir. Primordiyal folikiil asamasinda tek katl1 yassi
olan folikiil hiicreleri 6nce kiibik, daha sonra prizmatik sekil alir. Bu durumdaki folikiile
tek katli primer folikiil (unilamimar primer folikiil) ad1 verilir. Folikiil epitelleri mitozla
cogalip ¢ok katli olunca folikiil, ¢ok katli primer folikiil (multilaminar primer folikiil)
veya heniiz antrum (folikiil boslugu) sekillenmemis oldugundan preantral folikiil olarak

adlandirilir. Bu folikiillerde ¢ogalan epitel hiicreleri graniiloza hiicreleri olarak, bunlarin



olusturdugu katman da zona graniiloza olarak tanimlanir. Bu gelisme evresinde, oosit I
gelisip 60-80 um’lik bir ¢apa ulastiginda primer oosit ile ilk sira graniiloza hiicreleri
arasinda her iki hiicre grubu tarafindan iiretilen homojen goriiniiste, asidofilik 6zellikte
glikoproteinden zengin olan ve bu nedenle Periodic Acid Schiff (PAS) (+) boyanan
zona pellusida (membrana pellucida) sekillenir. Zona pellusida’nin oositi koruyucu ve
besleyici gorevleri vardir ve varlifin1 geg¢ blastokist evresine kadar stirdiiriir. Cok kath
primer folikiil i¢inde bu gelismeler olurken, folikiilii kusatan ovaryum stromasi da

folikiil etrafinda teka folikiilii ad1 verilen bir kilif yapar (29).
2.3.2.2.Sekonder folikiiller

Sekonder folikiill i¢in insan ve hayvanlarda farkli morfolojik &zellikler
tanimlanmaktadir. Insanda sekonder folikiil, antral folikiil veya vezikiiler folikiil olarak
da adlandirilmaktadir. Primer folikiillerde gelisme ilerleyip folikiiliin ¢ap1 200 pm
civarina, graniiloza hiicreleri kalinlig1 ise 6-12 siraya ulastiginda, graniiloza hiicreleri
arasinda yer yer erimeler baslar ve antrum adi verilen bosluklar belirir. Bu bosluklarda
graniiloza hiicrelerinden salgilanan bir folikiil sivis1 (likor folikiili; baslica Ostrojen
olmak iizere progesteron, androgenler gibi steroid hormonlar, FSH, LH, inhibin, aktivin,
folikiilostatin, OMI gibi steroid yapida olmayan hormonlar ve cesitli
glikozaminoglikanlar igerir) birikir. Ik antrum sekillendikten sonra folikiiliin ad1 artik
sekonder folikiil’diir (29). Kedilerde ise sekonder folikiillerin yapisal 6zellikleri cesitli
arastirmaci gruplari tarafindan farkli sekillerde tanmimlanmigtir.  Bristol-Gould and
Woodruff (21) iki veya daha fazla graniiloza hiicre katmani tarafindan kusatilmig 40-70
um capinda oosit igeren ve 100-400 pum arasinda degisen bir capa sahip olan ve
etrafinda ayrica teka folikiilii ad1 verilen bir hiicre katmani bulunan folikiilleri sekonder
folikiiller olarak nitelendirmistir. Carrijo et al. (38) sekonder folikiil ¢apin1 43—110 pm,
oosit ¢apmi ise 22—77 pm olarak saptamiglardir. Reynaud et al. (31) ise sekonder
folikiilerin ¢aplarinin 86.3-158.8 um, oosit ¢apinin ise 58.8-107.5 pum arasinda
degistigini ve zona pellucidanin ilk kez sekonder folikiil asamasinda goriildiigiinii ve
kalinliginin da 1.3—4.4 pm arasinda oldugunu gostermislerdir. Ayrica, bu arastirmacilar
(31) ortalama 126 + 2 um ¢apindaki sekonder folikiil duvarinda graniiloza hiicrelerinin
iki katli oldugunu ve preantral folikiil duvariinin ise ¢ok katli graniiloza hiicrelerinden
olustugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte insan (39), kedi (38) ve diger memeli

hayvanlarda (40—47) preantral folikiil tanim1 primordial, primer ve sekonder folikiiller
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icin kullanilmaktadir. Her bir ovaryum basina preantral folikiil popiilasyonu tiirler
arasinda biiyiik farkliliklar géstermektedir. Evcil kedide 37853 (38), insanda 402000
(39), kopekte 47,900 (40), sigirda 89577 (41), bufaloda 19819 (42), zebuda 70576 (43),
maymunda 106071 (44), kecide 37646 (45), koyunda 75642 (46) ve domuzda 21000
(47)dir.

2.3.2.3.Antral folikiiller

Kedilerde antral folikiiller gelisim evrelerine ve folikiil biiyiikliiklerine goére erken
(kiiciik) ve gec (biiyiik) antral folikiiler olarak iki gruba ayrilirlar. Erken antral folikiiller
sekonder folikiillere benzer ¢apa sahiptirler ve graniiloza hiicrelerinin yer yer erimesi
sonucu olusan antrum adi verilen bosluklar icerirler. Bu bosluklar folikiil s1visi igerirler
ve folikiil stvisinin artmasi sonucu folikiil ¢cap1 300-1000 pm’ye ulasir. Bu folikiillerde
oosit ¢apt 75-90 um arasinda degisir. Folikiil etrafinda iki veya ii¢ sirali teka hiicre
katmani bulunur. Geg (biiylik) antral folikiiller ¢ok sayidaki antrumun birlesmesi ve
yarimay veya C harfi seklinde tek bir bosluga doniismesiyle karakterizedirler. Bu
folikiiller olgun folikiiller veya Graaf folikiilii olarak da adlandirilirlar. Bu folikiillerde
primer oosit 80-100 mikronluk ¢apa ulasinca biiyiimesi artik durur (21). Primer oosit
kendisini saran zona pellusida ve birka¢ sira graniiloza hiicresi ile folikiil bosluguna
dogru sarkmustir. Buraya “yumurta tepecigi” (cumulus oophorus) adi verilir. Oositi
kusatan ilk siradaki graniiloza hiicreleri prizmatiktir ve oositi ta¢ gibi sardigindan bu
hiicreler katmani1 korona radiyata olarak adlandirilir. Geg antral folikiillerde graniiloza
hiicreleri fonksiyonel olarak farkli olan iki gruba ayrilirlar. Korona radiyata’nin hemen
disinda birkag sira halinde yerlesmis olan graniiloza hiicreleri ise kumulus hiicreleri
olarak adlandirilir. Folikiil duvarimi olusturan ve ayni zamanda antrumu g¢evreleyen
graniiloza hiicreleri ise mural graniiloza hiicreleri olarak adlandirilir. Kumulus hiicreleri
oositin beslenmesini saglarlar ve ayni zamanda oositin gelisimini de parakrin tarzda
etkilerler. Oosit de aynt zamanda kumulus hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasin
kontrol eden ve etkileyen farkli sinyalizasyon faktorleri salgilar. Oosit ve kumulus
hiicreleri kumulus-oosit kompleksini olustururlar (21, 29) Mural graniiloza hiicreleri ise
olgunlasan folikiiliin steroidojenik aktivitesinden sorumludur. Insan, sigir ve farede
graniiloza hiicrelerinin primer fonksiyonu ostradiol (E;) ve progesteron (P) gibi steroid
hormonlar1 sentezlemektir.  Folikiil gelisimi devem ederken graniiloza hiicreleri

farklilagir ve E, sentezi artar. Bu hiicreler folikiil olgunlagsmasinin baslamasi ve takiben
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oviilasyonu igin gerekli olan LH reseptorlerini eksprese ederler (48). Antral folikiiller en
distan kalin bir bazal membranla (membrana vitrea) ve onun disinda da belirgin iki
katman halinde gozlenen teka folikiilii katmam ile sarilmistir.  Folikiilde bazal
membrane bitisik olan teka interna ig big¢imli hiicrelerden ve kapillar damarlardan
zengindir. Teka interna hiicrelerinin hiicre membranlarinda FSH ve LH reseptorleri
bulunur. LH salmimiyla faaliyete gecen bu hiicrelerden salgilanan androstenedion
hormonu graniiloza hiicrelerine geger ve orada Ostradiole doniistiiriiliir. Teka eksterna
ise fibroz bag dokusu yapisindadir, kollagen iplik demetleri, diiz kas hiicreleri,
fibroblast benzeri stromal hiicreler ve kan damarlart igerir, belirgin bir sinir
gostermeden ovaryum stromasina karigir (29). Oviilasyon sirasinda LH’daki artig
progesteron ve prostaglandin F2 alfa (PGF20) sentezini artiran siklik adenozin
monofosfati artirir. PGF2a’nin teka eksternadaki diiz kas hiicrelerinin kontraksiyonu
indiikleyerek folikiil i¢ basincini artirmasi follikiin patlamasima ve olgun oositin

atilmasina, yani oviilasyona yardimci olur (49).

Geg antral folikiillerde insan ve evcil hayvanlarin ¢ogunda oviilasyondan hemen once
(24-36 saat once) teka interna hiicreleri gibi graniiloza hiicrelerinde de LH reseptorleri
belirir, LH artigina bagli olarak lokal bir faktdr olan mayoz boliinmeyi uyarici maddenin
salinimini takiben primer oosit, I. mayoz bdlinmesini tamamlar ve sekonder oosit ile 1.
kutup hiicresi (polosit I) olusur; disi kopek ve kisrakta ise oviilasyonla atilan primer
oositte oviilasyondan kisa bir slire sonra [. mayoz bdliinme tamamlanir. Olusan
sekonder oosit hemen ikinci mayoz boliinmesine baslar ve metafaz evresinde kalir.
Fertilizasyon olmadik¢a bdliinme tamamlanmaz, ancak fertilizasyon oldugunda
sekonder oositten ovum ve II. kutup hiicresi olusur. Fertilizasyon sonrast ovum’un

proniikleusu spermiyumun proniikleusuyla kaynasir ve zigot meydana gelir (50).
2.3.2.4. Atretik folikiiller

Ovaryumda prenatal donemde sekillenmis olan oositlerin ¢ogu olgunlasarak oviilasyon
asamasina kadar ulasamaz. Her gelisme evresindeki folikiilde ve ¢cogunlukla da primer
folikiil evresinde biiylimenin durmasi, oosit ve takiben graniiloza hiicrelerinin
dejenerasyonu sonucu ovaryumda bir nedbe dokusu sekillenir. Buna atretik folikiil adi
verilir. Gerileme siirecine giren folikiil ne kadar gelismisse nedbe dokusu da o kadar
biiyiik olur. Folikiil atrezisi 6zellikle gebelik, dogum sonrasi, puberte donemlerinde

belirgindir (29).
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2.3.3.0viilasyon

Oviilasyondan hemen oOnceki olgun folikiilde (Graaf folikiilii), sekonder oosit
etrafindaki korona radiyata ve birka¢ sira folikiil epiteli ile sarili olarak folikiil
duvarindan ayrilir ve folikiil boslugu i¢inde serbest kalir. Graaf folikiili ovaryum
yiizeyine dayanarak onu disa dogru kubbelendirir ve germinatif epitele baski yapar.
Ayrica tunika albugineadaki damarlar1 sikistirarak germinatif epitelin en zayif noktasi
olan ve stigma ad1 verilen bolgenin beslenmesine engel olur. Olgun folikiiliin baskis1
sonucu stigma bolgesi iskemiye ugrar, buradaki dokunun zayiflamasi sonucu yirtilma
olur. Folikiil stvisinin artisindan dolayr bu noktaya yapilan i¢ basing da, zayiflamis olan
bu noktanin yirtilmasina sebep olur. Bazi tiir hayvanlarda folikiiliin teka eksternasinda
bulunan diiz kas hiicrelerinin konstraksiyonunun folikiil duvarinin yirtilmasinda etkili
oldugu bilinmektedir. Bu sirada hipofizden salgilanan LH hormonu da oviilasyonu
hazirlayan etkenlerdendir. Artan LH mural graniiloza hiicrelerini birbirine baglayan
hiicreleraras1 maddeyi eriterek bu hiicrelerin birbirinden ayrilmasinda etkili olur. Ayrica
LH bazal membrani (membrane vitera) polimerize eder. Ayrica graniiloza hiicreleri
tarafindan salgilanan kollagenaz ve plazmin gibi proteazlarin artmasit da folikiil
etrafindaki bagdokunun yikimini saglayarak oviilasyonda etkili olan faktorlerdendir.
Oviilasyon sonucu folikiil yirtilir, oosit II kendisini saran korona radiata hiicreleriyle

birlikte tuba uterinaya atilir (29).
2.3.4.Korpus hemorajikum, korpus luteum ve korpus albikans

Oviilasyondan sonra folikiiliin yirtilmasiyla birlikte folikiil sivisi bosalir ve folikiil
duvan biiziislir. Kandaki dstrojen diizeyi diigser ve takiben LH ve luteotropik hormonun
(LTH) etkisiyle patlayan folikiilde bir takim yapisal degisiklikler olusmaya baglar. Teka
eksternadaki diiz kas tellerinin kontraksiyonu ile biiziisen folikiil boslugu igine yirtilan
kan damarlarindan kan dolar. Bu yapiya korpus hemorajikum adi verilir. I¢ kistmdaki
kan kisa siirede rezorbe olur ve ayni zamanda biizlisen kivrimlanan mural graniiloza
hiicreleri arasina septumlar halinde bagdoku ve kan damarlar1 yayilir. Bunu takiben
graniiloza ve teka hiicreleri ¢ogalirlar ve lipid ile lipokrom pigmenti (lutein) igeren
endokrin fonksiyonlu lutein hiicrelerine (graniiloza lutein hiicreleri ve teka lutein
hiicreleri) farklilasirlar. Boylece iri graniiloza lutein hiicreleri ile onlardan biraz daha
kiiclik olan teka lutein hiicrelerinden olugan korpus luteum’u meydana getirirler. Bu

endokrin yap1 progesteron hormonu ile az miktarda dstrojen ve oksitosin hormonlarini
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salgilayarak hipofizden FSH ve LH salgilanmasini onler. Progesteron ovaryumda yeni
folikiillerin gelisimini ve oviilasyonu engeller. Ciftlesme olur ve gebelik sekillenirse
korpus luteum biiyiiyerek gebelik siiresince varligini siirdiiriir. Bu durumda ovaryumda
olusan korpus luteum, korpus luteum graviditatis (korpus luteum verum, korpus luteum
pregnansi) adint alir. Gebelik olmadigi taktirde fazla biiyliyemeyen korpus luteum
korpus luteum periyodikum (korpus luteum spurium) olarak tanimlanir. Korpus luteum
gebelik sona erdiginde veya gebelik olmadiginda yeni bir siklusun baslamasiyla
dejenere olur ve dejenerasyon alaninin bagdokuyla dolmasi sonucu beyaz bir nedbe
dokusu sekillenir. Bu dokuya korpus albikans adi verilir (29). Kedilerde korpus
luteumun gerilemesinin en 6nemli belirteci lutein hiicreleri iginde iri yag vakuollerin
olusmasi ve nonsteroid hiicrelerin miktarindaki artigtir (51). Amelkina et al. (52) yalanci
gebelik periyodundaki CL’u luteal hiicrelerin i¢erdigi lipid vakuollerin tipi ve miktarina
gore histomorfolojik olarak 4 dort evreye ayirmislardir. Yalanci gebeligin birinci evresi
(PP1), CL'un olusum asamasini temsil eder. Hiicreler luteinizasyon siirecindedir ve
genel olarak kiigiiktiir. Hiicre sekilleri, mekik biciminden yuvarlaga kadar degisirken,
sitoplazma/cekirdek oranlar1 benzerdir. Sitoplazmada kii¢iik lipid vakuolleri (tip 1
vakuolizasyon) orta derecededir. PP1'in ge¢ doneminde, hiicrelerin bigimleri
yuvarlaktan  polihedrala  donilisiir ve boyutlar1 artar. Asama ilerledikce
neovaskiilarizasyon siiregleri daha belirgin hale gelir. PP2 asamasi hem luteal
gelismenin hem de devamliligin oldugu asamadir. Luteal hiicrelerin biiylikligii artar,
polihedral sekilli, yuvarlak vezikiiler ¢ekirdekli ve bol miktarda tip 1 vakuoller iceren
hiicrelere doniisiirler. Nonsteroidojenik hiicreler luteal hiicreler arasindaki bosluklari
kaplar, bazen de kiimeler olustururlar. Yalanci gebeligin bu evresi boyunca CL'nin
ortalama agirligi en yiiksektir (24.9+£9.3 mg). PP2 evresinin ilerlemesi ile birlikte, tip 1
vakuolizasyon derecesi azalmistir. PP3 evresi erken luteal regresyonu temsil eder ve iri
bir ya da bir ka¢ vakuoliin (tip 2 vakuolizasyon) sitoplazmayr isgal ettigi goriiliir.
PP3'iin ilerlemesi ile tek tek vakuollerin biiyiikliigii artmistir. Tiim ¢ekirdekler vezikiiler
degildir. Nonsteroidojenik hiicrelerin miktar1 daha da artar. PP4 evresi gec luteal
regresyonu temsil eder ve iki tip hiicre modifikasyonu icerdiginden PP4.1 ve PP4.2
olmak iizere iki alt evreye ayrilir. PP4.1'in luteal hiicreleri, 6zellikle yogun olarak II tipi
vakuolizasyon gosterir. Hiicre boyutlari, PP3'e kiyasla daha kiicliktiir ve cekirdekler

cogunlukla kondansedir. PP4.2'nin luteal hiicreleri, ise neredeyse tiim hiicre
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sitoplazmasini kaplayan biiylik bir vakuolden dolay1 halka formu kazanmistir. Cekirdek

hiicrenin bir kenarina itilmistir (52).
2.3.5.Medulla

Medullar bélge ovaryum i¢ bolgesinde elastik ipliklerin ¢gogunlukta oldugu gevsek bag
dokudan olusan kan damarlarindan zengin boliimdiir, bu nedenle zona vaskuloza da
denir. Medullada tek tiik diiz kas telleri ile lenf damarlar1 ve sinir telleri de bulunur.
Medullada ayrica bazi embriyolojik artiklara (mezonefroz kalintilar1) rastlanabilir.
Bunlar epooforon ve paraooforondur. Bunlar kiibik epitelle doseli bir uglar1 kapali
tiibiiler yapilardir. Insan ve domuzda rete ovaryumun yakmindaki hilus bolgesinde
interstisyel bez hiicrelerine benzer yapisal 6zellik gdsteren epiteloid hiicre gruplar
bulunur. “Hilus hiicreleri” olarak adlandirilan bu hiicreler sitokimyasal o6zellikler
bakimindan testisdeki Leydig hiicrelerine benzerler ve steroidleri oOzellikle de
androstenedionu iretirler. Fotal ovaryumda goriiliirler, bebeklik ve c¢ocuklukta
bulunmazlar, ancak pubertide tekrar ortaya cikarlar. Bu hiicrelerin hiperplazisi ya da

tiimdrlerinde erkeklik karakterleri ortaya c¢ikar (29).
2.4 KEDILERDE UREME FiZYOLOJIiSi

Evcil disi kediler 7-10 aylik olduklarinda pubetiye ulasan, mevsimsel polidstrus
gosteren ve tlim yasami boyunca 50-100 yavru dogurabilen hayvanlardir. Bunlarin
seksiiel sikluslarinin belirli 6zellikleri diger tiirlerden farklidir, ancak yine de iireme
fizyolojilerinin tam olarak anlagilamayan ve arastirmalarin yapilmasini gerekli kilan
bircok yonii vardir. Evcil kedilerde Ostrus siklusu bes evreye ayrilir: Prodstrus, ostrus,
interodstrus, didstrus ve anostrus (53). Bazi aragtirmacilar interdstrus ve andstrusu ayni
periyot olarak tamimlarlar (54). Proostrus hipofiz 6n lobundan salgilanan FSH’in
etkisiyle baglar. Ovaryumda folikiiler gelismeyle ve serum Ostradiol diizeyindeki artisla
karakterize olan bu evrenin siiresi 12 saat ile 3 giin arasinda degisir (21, 55, 56).
Ostradiol vajinal kornifikasyonu ve 6strus davranislarini uyarir. Bu donemde disiler
giderek aktiflesirler, ancak erkek kediler ile ¢iftlesmeyi kabul etmezler (56, 57).
Prodstrusu izleyen Ostrus disinin erkegi kabul ettigi evredir, yaklasik 4-7 giin siirer,
fakat bu siire 1-21 giin arasinda da degisebilir. Maksimum diizeyde folikiiler gelisim
(caplar1 2 mm’den biiyiiktiir) ile vajinal kornifikasyon ve Ostradiol seviyesinin 20
ng/ml’ye ulagmasiyla karakterizedir (55, 56, 58). Bu donemde ¢iftlesme olursa, dstrus,

oviilasyon olduktan sonraki 4-5. giinde sonlanir. Disi kediler 36 saatlik bir siire i¢inde
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30 giftlesmeye izin verirler (59). Basarili bir ¢iftlesmeden sonra uterotubal birlesme yeri
ve uterus kriptleri spermiyum rezervuarlar1 olarak islev goriirler (60). Ciftlesme veya
spontan oviilasyon olmadiginda ise Ostrus iireme mevsimi boyunca her 10-14 giinde bir

gozlenir (59).

Ostrusu takiben ciftlesme olmadiginda oviilasyon sekillenmez ve kediler andstrus
periyoduna girerler. Bu periyot 7-21 giin siirer ve “interdstrus” olarak adlandirilir.
Interdstrus iireme mevsiminde gerceklesir ve iki Ostrus arasindaki oviilasyonun
olmadigi, ovaryumda folikiiler aktivite dalgalanmalar1 arasindaki donemdir. Bu
donemde Ostrojen ve progesteron diizeyleri bazal seviyelere iner ve ovaryumlar
hormonal olarak aktif olmadiklarindan ¢iftlesme davranislart kaybolur. Disi kediler 1-3
hafta i¢inde tekrar prodstrus donemine gecerler, fakat bu siire 3 giin ile 7 hafta arasinda

da degisebilir (21, 55, 61).

Kedilerde 6strus sonrasinda anoviilasyon evresi, yalanct gebelik ve gebelik olmak {izere
olasi ii¢ farkli sonug goriiliir. Interdstrus, ¢iftlesmenin olmadig anoviilasyon evresinin
karsilig1 olarak kabul edilir (55, 61). Ostrusu takiben ciftlesme oldugunda ise vagina
duvarinin gerilmesi suretiyle olusan bir noroendokrin refleks araciligiyla orta-ventral
hipotalamusdan GnRH salinima neden olur. Dakikalar i¢inde GnRH o6n hipofiz
lobundan LH salinimimi baslatir. LH iki saat icinde pik yapar ve 8 saat icinde bazal
seviyelere iner. Eger LH seviyesi yeterli ise oviilasyon meydana gelir (57). Ciftlesme
sonras1 oviillasyon LH pikinden 24-52 saat sonra sekillenir. Vajina ve serviksin swab
cubugu ile uyarilmasi, koku vb gibi ¢esitli uyaranlarin etkisiyle ciftlesme olmaksizin da
oviilasyon sekillenebilir. Bu nedenle evcil disi kedilerde indiiklenmis veya spontan
oviilasyon gozlenebilir. Oviilasyonu takip eden 1-2 giin i¢inde patlayan folikiil yerinde
once korpus hemorajikum (CH) olusur. Takiben CH korpus luteuma (CL) doniisiir ve
24-48 saat i¢inde CL progesteron salgilamaya baslar (55). Genel olarak CL’un
sekillendigi ve serum progesteron diizeyinin yiiksek oldugu bu dénem didstrus veya
luteal faz olarak adlandirilir. Ciftlesme sonrasi déllenmenin bagarili olup olmamasina
bagl olarak, iki tip luteal faz mevcuttur: biri gebelik ile iliskilidir (62), digeri ise Steril
bir luteal faz olup, genellikle yalanci gebelik olarak adlandirilir (63).

Disi kopeklerde goriilen oviilasyon 6ncesi progesteron hormonu diizeyindeki yiikselme
kedilerde sekillenmez. Oviilasyondan sonraki 15-25. giinlerde progesteron diizeyi 100-

200 nmol/L’ye ulasir. Gebe ve yalanci gebe olan kedilerde progesteron diizeyleri benzer
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degerlerde veya gebelerde biraz daha yiiksek olabilir. Progesteronun yiiksek
konsantrasyonlart GnRH saliniminin merkezi olarak durdurulmasi ile saglanir, boylece

kedilerin ostrus evresine girmesi engellenir (63).

Gebe olmayan (yalanci gebe) kedilerde CL luteoliziz oluncaya kadar yaklasik 35-44
giin kadar varligimi siirdiiriir (63). Buna bagli olarak serum progesteron diizeyi
oviilasyonu takiben gebe kalmayan kedilerde 36-38 giin yiiksek kalir (55, 64). Gebe
kedilerde ise plasentanin ge¢ gebelik sirasinda progesteron iiretiminde rol oynadigi
bilindigi halde, gebelik boyunca progesteronun primer kaynagi olarak CL goriilmektedir
(65). Bu nedenle gebe kedilerde serum progesteron diizeyi gebelik siiresince (63-67
giin) yiiksek kalir (55, 64).

Normal gebelik ve yalanci gebelik sirasinda progesteron seviyelerinin yiliksek kalma
stiresi degisiklik gosterir. Eger oviilasyondan sonra oosit dollenmez ise yaklasik 30-50
giin kadar siiren bir yalanci gebelik olusur. Yalanci gebelikte progesteron
konstantrasyonu yaklagik 25-30. gilinlerde azalmaya baglar ve 30-40. giinlerde 3.2
nmol/L’nin altina veya bazal seviyelere iner (64). Yalanci gebelik andstrus ve
interdstrusdan farkli olarak ciftlesme davranislarinin bulunmadigi dénemdir. Yalanci
gebelik sonrasi ovaryumda folikiiler aktivite CL’un regresyonunu takiben 10. giinde
yeniden baglar ve disi kediler fertile duruma geri donerler (62). Bir polidstrus
sezonunda kedilerde 4-5 kez yalanci gebelik sekillenebilir (64). Eger oviilasyon sonrasi
oosit dollenirse citlesmeden (kopulasyon) 5 giin sonra embriyo uterusa gelir ve
implantasyon ¢iftlesmeden sonraki 12-13. giinde gergeklesir (62). Gebelik siiresi
ortalama 66 giin olmakla birlikte 62-74 giin kadar da siirebilir. Gebelikte progesteron
konsantrasyonu 25-35. giinlerde azalir, fakat daha sonra yaklasik 15-30 nmol/L
diizeylerinde stabil kalir ve gebeligin sonuna yakin 60. giinde 3-5 nmol/L’nin altina
diismez. Gebeligin devam etmesi i¢in progesteron konsantrasyonunun 3 nmol/L’nin
altina inmemesi gereklidir (62, 63). Son yillardaki ¢calismalar (66) yalanci gebe ve gebe
kedilerin korpus luteumlarinin benzer steroidojenik kapasiteye sahip olduklarimi
gostermistir. Ayrica Amelkina et al. (52) kedide progesteron ve dstrojen hormonlarinin
intraluteal diizeylerinin yalanc1 gebelik boyunca o6nemli farkhiliklar gosterdigini
bildirmistir. Bu aragtirmacilar (52) PP2'deki progesteron seviyesinin, PP3 ve PP4'e gore
daha yiiksek oldugunu (P <0.05) ve PP1'deki 6strojen seviyesinin de PP2'de oldugu gibi
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PP3 ve PP4 ile karsilagtirildiginda PP2'ye (P <0.05), PP3 ve PP4'e (P <0.005) gore daha
yiiksek bulundugunu saptamislardir (P <0.005).

Gebelik sirasinda salgilanan diger hormonlar relaksin, prostaglandin ve prolaktin’dir.
Relaksin hormonu gebeligin 20. giiniinden itibaren fetoplasental unite tarafindan
salgilanir ve salgilanma siireci doguma kadar devam eder. Relaksin ve prolaktin
hormonlar1  ¢iftlesmeden sonraki 35. giinde normal ve yalanci gebeligin ayirt
edilmesinde 6nemli bir kriterdir. Prostaglandin 30. giinde hem endometriyum hem de
fetoplasental unite tarafindan {iretilmeye baslar, 45. giinde belirli bir diizeye ulasir,
dogumdan hemen 6nce bir dalgalanma gosterir ve dogumdan birka¢ giin sonra aniden
diiser. Prolaktin memenin gelisimi, laktasyonun baslamasit ve devamliliglt igin
gereklidir. Gebeligin 25-35. giinlerinde artmaya baglar, 50. gilinde belirli bir diizeye
ulagir ve dogumdan hemen Once aniden artar. Kedilerde prolaktin implantasyonun
sekillenmesini takip eden 20-25. giinlerin sonrasinda en énemli luteotropik faktor olarak
rol oynar. Prolaktin CL’un regresyonunu onler ve gebeligin devam etmesini saglayacak

miktarda progesteron salgilanmasini saglar. Relaksin de 6nemli bir luteotropik faktordiir

(54).

Andstrus giin 15181min kisa oldugu ocak subat aylar1 arasinda meydana gelir. Bu donem
disilerin seksiiel dinlenme doénemidir, ciftlesme davramislari gostermezler ve erkegi
kabul etmezler. Bu donemde Ostrojen ve progesteron hormon diizeyleri bazal

seviyelerdedir (61).
2.5.CLAUDIN’LER

Normal epitel hiicreleri zonula okludens, yapistirici baglanti (adherens junction, AJ) ve
oluklu baglant1 (Gap junction, GJ) ile birarada tutulurlar. TJs mide, bagirsak, karaciger,
safra kesesi, prostat, testis, ovaryum, plasenta, beyin, retina, i¢ kulak veya akciger gibi
biitiin epiteliyal organlardaki epitel hiicrelerine ve vaskiiler endotel hiicrelerine hiicresel
polarite kazandiran ve plazma membraninin apikal ve bazolateral ylizeyler arasinda
protein ve lipidin serbest yayilmasini engelleyerek paraseliiler gegirgenligi diizenleyen
apikal hiicre baglantilaridir (67, 68). TJs aksesuar proteinlerle aktin hiicre iskeletine
baglanan transmembran proteinlerden olusurlar. Bu transmembran proteinleri
claudinler, occludinler, JAMs’dir (69). TJs’1n bel kemigi olarak nitelendirilen claudinler
biitiin epitel ve endotel hiicrelerinde TJs’da bulunan 20-24 kDa agirligindaki integral
membran proteinleridir ve TJs’in biitiinliigiinii desteklerler (70). ilk defa 1998 yilinda
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tavuk karacigerinde identifiye edilmislerdir (68). Bugiine degin fare ve insanda
claudinlerin hiicre ve doku spesifik olarak eksprese edilen 27 {iiyesi tanimlanmuistir.
Ancak bunlarin hepsi biitiin memeli tiirlerinde bulunmaz. Ornegin; claudin-13 insanda
bulunmaz (71).

Claudin’ler komsu hiicreler lizerindeki claudinler arasindaki etkilesime aracilik eden 2
ekstraselliiler loop, 4 transmembran domain ve intraselliiler amino ve karboksi
terminallerinden olusan tetraspan membran proteinleri olarak bilinirler (67, 72, 73).
Claudin’lerin karboksi terminali Zonula okludens-1 (ZO-1), -2 (ZO-2), ve -3 (Z0-3)
sitoplazmik proteinlerine baglanir (74). Aminoasit dizilerine gore claudinler klasik ve
klasik olmayan claudin’ler olarak iki alt gruba ayrilirlar. Klasik claudinler claudin-1-10,
-14, -15, -17, -19 ve klasik olmayan claudinler ise claudin-11, -12, -13, -16, -18, -20-24
(5). Claudin’ler fonksiyonel olarak bariyer olusturan (claudin-1,-3,-4,-5) ve por
olusturan (claudin-2,-7,-10 and -16) claudin’ler olarak iki gruba ayrilirlar (5). Bariyer
olusturan claudinler farkli iyonlar ve proteinlere karsi paraselliiler permeabiliteyi
azalttiklar1 halde, por olusturan claudinler iyonlara karsi paraselliiler permeabiliteyi
artirirlar.  Bunun bir sonucu olarak, farkli claudin izoformlarmin dokuya 06zgii
ekspresyonlart bu dokudaki TJs’in permeabilite 6zelliklerini belirleyen en 6nemli
faktordiir (6). Cogu hiicreler farkli claudin izoformlarini eksprese ederler ve bu
izoformlar homofilik ve heterofilik etkilesimlerle heteropolimerler igine ko-polimerize
olma yetenegine sahiptirler. Claudin polimerlerinin ¢esitli tipleri TJs’a dayamiklilik ve
segicilik vermek ve junksiyonal permeabiliteyi diizenlemek i¢in birlikte caligirlar (75).
Bu c¢aligmada epiteliyal spesifik claudin-1 ve endoteliyal spesifik olan claudin-5’in
ekspresyonlar1 ¢alisilacagindan bunlar hakkinda bilgi verilmistir.

Claudin-1 ilk identifiye edilen claudin olup epiteliyal spesifik bir proteindir (68).
Claudin-1 ‘in epidermal bariyer fonksiyonunda kritik rol oynadigi (76, 77), farede
normal meme gelisimi (78) ve erken involiisyon periyodu (79) sirasinda claudin-1
ekpresyonunun artti1 bildirilmektedir. Insanda kornea ve konjunktiva epitelinde de
claudin-1’in eksprese oldugu rapor edilmektedir (80). Claudin-1 ekspresyonu insanda
gliyoblastoma, kolon, meme, prostat, ovaryum (81) kanserleri gibi ¢ogu kanser tiirtinde
calisilmigtir. Claudin-1 ekspresyonundaki artis veya azalis tiimor biiylimesi ve
ilerlemesinin potansiyel nedeni olarak gosterilmektedir. Claudin-1’in B-catenin ile E-
cadherin’in ekspresyon ve lokalizasyonunda 6nemli bir rol oynadigi diisiinliir.

Claudin-1in sitoplazmik ve niiklear lokalizasyonlarinin hiicre canlilig1 {izerine etkisinin
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hiicre tipine bagl olarak degistigi ve claudin-1’in ya apoptosisi indiikledigi (10) veya
antiapopitotik etkisinin bulundugu (12) gesitli calismalarla saptanmistir. TJs’in ana
kurucu proteini olan claudin-1’in normal ovaryum yiizey epitelinde (20) ve korpus
luteumdaki graniiloza lutein hiicrelerinin membranlarinda lokalize oldugu (15)
bildirilmektedir. Erken luteal faz sirasinda graniiloza lutein hiicrelerinde claudin-1’in
dagilimmnin orta ve geg luteal fazlara gore daha az organize oldugu, luteal gerilemeden
sonra claudin-1’in az sayidaki graniiloza hiicresinin sitoplazmasinda bulundugu
saptanmustir (15). Claudin-1’in hiicresel biiyiime ve epiteliyal-mezensimal degisimde
onemli rol oynadig1 gosterilmistir (82, 83). Epiteliyal mezensimal degisim epitel
hiicrelerinin kutuplagma ve hiicre-hiicre adezyonu 6zelligini kaybederek tekrar gog etme
ve yayllma Ozelligi kazanmasi ve giderek mezensimal koken hiicreye doniigsmesidir.
Embriyonal gelisim sirasinda mezodermin ve ndral tiiblin olusmasi gibi gelisimsel
stiregler icin esensiyaldir. Epiteliyal mezensimal degisim ayrica yara iyilesmesi, organ
fibrozisi, kanserin ilerlemesi i¢in metastazin baglamasinda da meydana gelir. Ovaryum
yiizey epiteli oviilasyona ugramamis ovaryumda epiteliyal ve mezensimal ozellikler
gosteren duragan bir mezotelden olusur (84). Bununla birlikte menstriiel veya ovariyal
siklus sirasinda oviilasyon sonrasi ovaryum yiizey epiteli de epiteliyal-mezensimal
degisime ugrar (85). Claudin-1’in ovaryumda oviilasyon sonrasi sekillenen epiteliyal-
mezensimal degisimde rol oynayip oynamadigi bilinmemektedir.

Bariyer olusturan claudinlerden claudin-5 endotel hiicrelerindeki TJs’da predominant
olarak eksprese edilir (86). Kan beyin bariyerinde vaskiiler endotelde bulunan claudin-5
diger dokulardaki endotel hiicrelerindekine gore daha sikidir ve makromolekiillere karsi
impermeabl 6zellik gosterir (87). Claudin-5 akciger alveol epiteli gibi baz1 epiteliyal
dokularda da bulunur (88, 89). Ancak bu dokulardaki fonksiyonlari bilinmemektedir.
Claudin-5’in endotel hiicrelerine spesifik oldugu, endotel hiicrelerinde bariyer
fonksiyonunun yanisira endotel hiicrelerinin motilitesinin diizenlenmesine katildigi (90)
ve ayrica, ovaryumda korpus luteumun anjiyogenezinde dnemli rol oynadig (15, 17)
gosterilmistir.  Insan ovaryumunda erken, orta ve ge¢ luteal fazlarda claudin-5’in
teka’nin biiyilk damarlarinin endotelinde ve graniiloza kapilarlarinda bulundugu
saptanmistir (15). Ayrica claudin-5 lenf diigiimlerinde sinuzoidal endotelde, lenfoid
dokularda yiiksek endotelli veniillerde, deride kilin serbest govdesinde ve ter bezlerinin
lumeninde, glomerular podositlerde, mide, ince bagirsak, kolon, safra kesesi ile

pankreasin asinus ve kanllarindaki epitel hiicrelerinin lateral yiizeylerinde bulunur (91,
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92). Prostat bez epitelinde, tiroid folikiil epitelinde, tonsiller kript epitelinde, ¢ok katli
yass1 epitelin yiizey katmaninda, memede kanal epitellerinde bulunur (91). Claudin-5

kardiyovaskuler gelisim i¢in de gereklidir (93).



3.GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada 2008-2013  yillarn  arasinda  degisik  zamanlarda yapilan
ovaryohisterektomi operasyonlar1 sonrasinda toplanmis ve rutin histolojik islemlerden
gecirilerek parafin bloklar halinde Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali doku
arsivinde saklanmis olan ovaryum doku ornekleri kullanildi. Bu o6rnekler Veteriner
Fakiiltesi kliniklerine hayvan sahipleri tarafindan kisirlastirilmak iizere getirilmis ve
ovaryohisterektomi operasyonu uygulanmis olan toplam 45 adet saglikli erigkin disi
kediye ait dokulardir. Kedilerde ovaryohisterektomi operasyonlar1 kedilerin
kisirlastirilmas1 amaciyla rutin olarak yapilan bir operasyon olup, operasyon sonrasi
ovaryum, ovidukt ve uterus dokulari tibbi atik olarak atilmaktadir. Bu dokular Anabilim
dali’miz tarafindan uygun tespit islemini takiben parafin igine gomiilmekte bu haliyle

Anabilim dali arsivinde ¢ok uzun siireler saklanabilmektedir.

3.1. Histolojik ve Immunohistokimyasal analiz

Operasyon sonrasi ovaryum ornekleri 18 saat siireyle formol alkol soliisyonunda tespit
edilmis, takiben %96’lik alkolden baslayarak dereceli alkoller, metil benzoat ve
benzollerden gegirilerek paraplastta bloklanmugtir.

Calismada claudin-1 ve -5’in kedi ovaryumundaki lokalizasyonunu incelemek igin her
bir hayvanin ovaryumlarina ait bloklardan 5 mikron kalinliginda seri kesitler alinip,
toplam 3 seri preparat hazirlandi. Her bir seri preparat icin bir hayvanin her iki
ovaryumuna ait en az 6 kesit alindi. Preparatlarin birinci serisi genel yapiy1 belirlemek
amactyla Crossmon’un iiclii boyamasi (94) ile boyandi. Bu preparatlarda ovaryumda
folikiillerin gelisim asamalar1 ve korpus luteumun bulunup bulunmamasi ve korpus
luteumda gozlenen histolojik degisiklilere gore siklus donemleri inaktif, folikiiler ve
luteal evre olarak {i¢ gruba ayrildi. Diger serilere ise immunohistokimyasal incelemeler

i¢in Strepavidin Biotin Kompleks (Strept-ABC) immunoperoksidaz teknigi uygulandi.
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Immunohistokimyasal incelemeler icin hazirlanan kesitler deparafinizasyon ve
rehidrasyon islemlerinden gecirildikten sonra fosfat tampon soliisyonu (PBS: Phosphate
buffer saline) ile 5 dak. yikand: ve takiben endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek
icin metanolde hazirlanmis %3’ liikk H,O, ile 15 dak. muamele edildi. Takiben PBS’de
iki kez 5’er dak. yikanan kesitlerde doku antijeninin yeniden kazanimini saglamak i¢in
sitrat bufferda (pH.6) 80 °C’de 30 dakika siireyle kaynatildi ve ayn1 soliisyon iginde 20
dak. sogutuldu. Tekrar PBS ile dort kez 5’er dak. yikamayi takiben nonspesifik
baglanmalar1 Onlemek igin kesitler 5 dakika bloklama soliisyonu (Ultra V Block,
Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA; TA-125UB ile
bir nem odas1 i¢inde inkube edildi. Uygun dilusyonlarda hazirlanmig primer antikorlar
(Claudin-1 ve -5) (Tablo 1) kesitler iizerine damlatilarak 4 °C’de bir gece inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben PBS’te dort kez 5’er dak. yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder
antikor (Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA) ile 15
dakika oda 1sisinda inkiibe edilip, tekrar dort kez PBS ile yikandiktan sonra da enzim
konjugatli strepavidin (Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation, Fremont, CA,
USA) ile 15 dak. muamele edildi. Tekrar dort kez PBS ile yikanan kesitler 5-10 dakika
3-3'-diaminobenzidine (DAB; Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation,
Fremont,A, USA) kromojen soliisyonunda bekletildi. Distile su ile yikamay1 takiben
kesitler Gill’in Hematoksilen’inde 5 dakika boyandiktan sonra g¢esme suyunda
mavilesinceye kadar yikandi. Takiben alkoller ve ksilollerden geg¢irilen kesitler iizerine
yapistirict (entellan) damlatilip lamelle kapatildi. Kahverengi presipitasyonun goriilmesi
sonucunda reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi ve 151k mikroskobunda (BXS51
Olympus, JAPAN) incelenerek fotograflandi. Immunreaksiyonun spesifikligini
belirlemek amaciyla negatif ve pozitif kontrol preparatlari hazirlandi. Pozitif kontrol
dokular1 olarak kedi oviduktundan alinan kesitlere ayn1 immunohistokimya prosediirii
uygulandi. Negatif kontroller olarak alinan ovaryum kesitleri ise primer antikor yerine
non-immun tavsan serumu (Santa Cruz Biotechnology, sc-2027) veya PBS ile muamele
edildiler. Oviduktta pozitif boyanmanin goriilmesi ve negatif kontrol kesitlerinde ise
immunboyanmanin olmamasi, claudin-1 ve claudin-5 antikorlarinin kedi dokusu igin

spesifik oldugunu gosterdi.

Calismada germinatif epitel, kortikal ve medullar stromadaki fibroblast benzeri hiicreler
ile stromal interstisyel hiicreler, primordiyal, primer, sekonder, erken ve ge¢ antral

(Graaf) folikiiller, atretik folikiiller ve korpus luteumda her bir antikor igin
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immunboyanmalar yogunluklarina goére negatif, zayif, orta siddette ve kuvvetli olarak

derecelendirilerek semikantitatif olarak degerlendirildi. Degerlendirme her bir hayvanin

sag ve sol ovaryumundan alian 6 seri kesitte yapildi.

Tablo 3.1. Immunohistokimyasal analizde kullanilan primer antikorlar

Antikor Konake1 | Tiir reaktivitesi | Diliisyon | Uretici firma/ Katalog
orani No

Claudin-1 Tavsan Insan, fare, sigan 1/100 Thermo Scientific/ RB-

Claudin-5 Tavsan Insan, fare, sigan 1/800 Millipore/ABT45




4. BULGULAR

Calismada kedilerin sag ve sol ovaryumlarindan alinan ve Crossmon’un ii¢lii boyamasi
ile boyanan kesitler 151k mikroskobunda incelendi. Ovaryumlarin distan tek katli yassi
veya kiibik germinatif epitelle ortiilii oldugu, epitelin altinda siki bagdokudan olusan
tunika albuginea’nin bulundugu gozlendi. Diger memeli hayvanlardakine benzer olarak
ovaryumda korteks ve medulla olmak iizere iki kisim ayirt edildi (Sekil 4.1). Korteks
stromasinda ¢esitli gelisim asamalarindaki saglikli ve atretik folikiiller ve ovariyal
siklusa bagli olarak korpus luteum, folikiiller etrafinda ve tunika albuginea’nin altinda
yerlesmis olan diiz kas hiicreleri, fibroblast benzeri hiicreler ve interstisyel hiicre
gruplart gorildii (Sekil 4.2). Endokrin fonksiyonlu olduklar: bilinen interstisyel hiicre
gruplart ovaryumdaki yerlesimleri dikkate alinarak stromal ve tekal tip interstisyel
hiicreler olarak ikiye ayrildi. Her iki gruptaki hiicre tipinin yuvarlak cekirdekli ve
poligonal big¢imli oldugu, stromal interstisyel hiicre gruplarimin ovaryumun kortikal
stromasinda, tekal tip interstisyel hiicre gruplarinin ise atretik folikiil duvarlarinda
yerlestigi tespit edildi (Sekil 4.2 ve 4.3). Gevsek bagdokudan olusan medullada ise bol
miktarda kan ve lenf damarlar ile diiz kas hiicre demetlerinin ve ayrica bazi ovaryum
orneklerinde tek katl prizmatik epitelle ortiilii olan rete ovarii’nin bulundugu tespit

edildi (Sekil 4.1).



Sekil 4.1. Kedi ovaryumunda korteks ve medullanin genel goriiniimii. d, damar; F,
folikiil. Crossmon’un ii¢lii boyamasi.

Sekil 4.2. Kedi ovaryumunda korteksin genel gériniimii. GE, germinatif epitel,
PrF, primordial folikiil; PF, primer folikil; S, stroma; SF, sekonder
folikiil; TF, tersiyer folikiil. Crossmon’un ii¢lii boyamasi.
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Kedilerde ovariohisterektomi operasyonlari sirasinda her bir hayvana ait ovaryum
dokusuyla birlikte uterus dokular1 da alinmis oldugundan c¢alismamizda Ostrus
siklusunun belirlenmesi amaciyla her bir hayvanin sag ve sol ovaryumlariyla birlikte
sag ve sol uterus kornularindan da kesitler alinarak Crossmon’un ii¢lii boyamasi ile
boyandi. Uterusun yapisal o&zellikleri ile ovaryumlarin yapisal o6zellikleri
karsilastirilarak kediler inaktif, folikiiler ve luteal faz olmak iizere 3 gruba ayrildi.
Calismamizda her bir ovaryumdaki folikiiller yapisal oOzellikleri dikkate alinarak
Bristol-Gould and Woodru (21) tarafindan bildirildigi gibi saglikli primordiyal, primer,
sekonder, erken antral ve gec antral folikiiller olarak tiplendirildi. Ovaryumlarin genel
yapisal 6zellikleri incelendikten sonra ¢alismada sadece primordiyal, primer, sekonder
ile az sayida erken antral folikiilleri iceren ornekler inaktif fazda, primordiyal, primer,
sekonder ve oOzellikle ¢ok sayida antral folikiil tiplerini iceren ovaryum ornekleri
folikiiler fazda, primordiyal, primer, sekonder ve tersiyer folikiiller ile korpus
hemorajikum veya korpus luteumun bulundugu ovaryum 6rnekleri ise uterusda herhangi
bir gebelik bulgusu olmadiginda yalanci gebelige (PP) ait luteal fazda kabul edildi.
Korpus luteum lutein hiicrelerinin yapisal 6zellikleri dikkate alinarak, Amelkina et al.

(52)’nin tanimlamalarina uygun olarak luteal faz da ayrica 4 evreye ayrildi.
Folikiillerin yapisal ozellikleri
Primordiyal folikiiller

Merkezde oosit ve bunu saran bir ka¢ adet tek katli yassi epitel hiicrelerinden
(pregraniiloza hiicreleri) olusan folikiiller “primordiyal folikiiller” olarak tanimlandi. Bu
folikiillerin tunika albuginea’nin altinda gruplar halinde yerlestigi ve andstrus ile

folikiiler fazda ¢ok sayida olduklar1 goriildii (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Primordial folikiiller (PrF). GE, germinatif epitel; PF, primer folikiil; S,
stroma; SIC, stromal interstisyel hiicreler Ta, tunika albuginea.
Crossmon’un ii¢lii boyamasi.

Primer folikiiller

Bu folikiillerde oositi saran epitel hiicrelerinin tek katli kiibik veya prizmatik epitele
(graniiloza hiicreleri) doniistiigii ve homojen mavi boyanmis olan zona pellusidanin

oldukea belirginlestigi tespit edildi (Sekil 4.4).
Sekonder folikiiller

Oositi saran graniiloza hiicrelerinin iki veya daha ¢ok katli oldugu, zona pellusidanin
bulundugu, ayrica folikiiliin disinda teka folikiiliiniin sekillendigi gozlendi. Teka
folikiilii iginde kapilar damarlara da rastland1 (Sekil 4.5).



Sekil 4.4. Primer folikiiller (PF). PrF, primordial folikiiller; S, stroma; SF,
sekonder folikiil; SIC, stromal interstisyel hiicreler. Crossmon’un {i¢lii
boyamasi.

Sekil 4.5. Sekonder folikiil. G, graniiloza hiicreleri; O, oosit; S, stroma, SIC,
stromal interstisyel hiicreler; TF, teka folikiili; Zp, zona pellusida.
Crossmon’un {i¢lii boyamasi.
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Antral folikiiller

Erken antral folikiillerde bir veya birden fazla folikiil boslugunun (antrumun)
bulundugu, hem folikiil ¢apinin hem de antrumun kiiclik oldugu gozlendi (Sekil 4.6).
Geg antral folikiillerde ise folikiil ¢apinin ve antrumun oldukga biiyiidiigii ve kumulus
ooforusun sekillendigi belirlendi. Folikiilde antrumu kusatan hiicreler mural graniiloza
hiicreleri, oositi kusatan hiicreler ise kumulus graniiloza hiicreleri olarak tanimlandi
(Sekil 4.7). Her iki folikiil tipinin distan teka interna ve teka eksterna katmanlariyla

sarilmis oldugu gorildii (Sekil 4.6 ve 4.7).

Sekil 4.6. Erken tersiyer folikiil. A, antrum; Cg, kumulus graniiloza hiicreleri; d,
damar; Mg, mural graniiloza hiicreleri; O, oosit; Te, teka eksterna; Ti,
teka interna. Crossmon’un ii¢lii boyamasi.
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Sekil 4.7. Graaf folikiilii. A, antrum; Cg, kumulus graniiloza hiicreleri; kd, kapilar
dammar; Mg, mural graniiloza hiicreleri; O, oosit; Te, teka eksterna; Ti,
teka interna; ZP, zona pellusida. Crossmon’un {iglii boyamasi.

Atretik folikiiler

Kedide atretik folikiillerin tiplendirilmesine iliskin herhangi bir bilgi olmadigindan
calismamizda Wang et al. (95)’in kobay ovaryumu icin bildirdigi kriterler dikkate
almarak atretik folikiiller sekillendigi folikiil tipine bagli olarak oncelikle atretik
preantral folikiiller ve atretik antral folikiiller olarak ikiye ayrildi. Primer ve sekonder
folikiiller atreziye olmugsa atretik preantral, tersiyer ve graaf folikiillerinde atrezi
sekillenmisse bu folikiiller de atretik antral folikiiller olarak siniflandirildi. Kedi
ovaryumlarinda az sayida olduklari belirlenen atretik preantral folikiillerde oosit
¢ekirdeginin ekzantrik yerlesimli oldugu, sitoplazmada vakuollerin bulundugu veya
sitoplazmanin bosalmasityla zona pellusidanin biiziildiigli, ancak graniiloza hiicrelerinin
normal yapida olduklar1 goriildii. Baz1 atretik preantral folikiillerde graniiloza hiicre
katmaninin stromadan ayrilmis oldugu belirlendi. Atretik antral folikiiler graniiloza
hiicreleri ve teka interna katmaninda sekillenen morfolojik degisikliklere gore 4

asamaya ayrildi.
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Sekil 4.8. Atretik preantral folikiil (APF). dO, dejenere olmus oosit; G, graniiloza
hiicreleri; S, stroma. Crossmon’un {i¢lii boyamasi.

|.agsamadaki atretik antral folikiillerde graniiloza hiicrelerinin birbirlerinden yavas yavas
uzaklagsmaya basladigl, ozellikle antruma bakan ylizdeki (jukstaluminal) graniiloza
hiicrelerinin yogun asidofilik sitoplazmali ve bazilarinin piknotik ¢ekirdekli olduklari ve
mural graniiloza katmaninda apopitotik cisimciklerin bulundugu tespit edilirken, oositin
yapisinda, follikiil biiyiikliigiinde ve teka katmaninda belirgin bir morfolojik degisiklik
gozlenmedi (Sekil 4.9).

Il. asamadaki folikiillerde saglikli graniiloza hiicrelerinin sayisinin  azaldigi,
jukstaluminal graniiloza hiicrelerinin yassilasarak yogun asidofilik sitoplazmali mekik
bicimindeki hiicrelere doniistiigii, ayrica antrum i¢inde ve antrumun graniiloza
katmanina bitisik olarak yerlesmis 6lii graniiloza hiicreleri ve apopitotik cisimciklerin
bulundugu goriildii. Baz1 folikiillerde folikiiliin bazal membranina bitisik olan prizmatik
graniiloza hiicrelerinin bazal membrandan ayrildig1 ve bodylece folikiil duvarinda ve
graniiloza hiicreleri arasinda biiyiik bosluklar olustugu ve graniiloza hiicrelerinin lumene
atilmasi sonucu folikiil duvarmin inceldigi tespit edildi. Bu agamadaki bazi folikiillerde
dejenere oosit ve bunu saran az sayida piknotik ¢ekirdekli kumulus graniiloza

hiicrelerinden olusan kumulus ooforusun folikiil lumeninde yiizer durumda bulundugu
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da gozlendi. Ayn1 anda teka katmaninda bazi morfolojik degisiklikler goze carpti.
Saglikli folikiillerde ince sitoplazmali oldugu gozlenen teka interna hiicrelerinin

atrezinin baglamasiyla mekik veya yuvarlagims:1 sekil kazanarak folikiil etrafinda

gruplastiklar1 belirlendi. Bu hiicreler tekal tip interstisyel hiicreler olarak adlandirildi
(Sekil 4.10).

Sekil 4.9. Atrezinin I. asamasindaki folikiil. d, damar; Jx, jukstaluminal hiicreler;
Mg, mural graniiloza hiicreleri; TIC, tekal tip interstisyel hiicreler; Te,
teka eksterna; oklar apopitotik cisimcikler. Crossmon’un iglii
boyamasi.
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Sekil 4.10. Atrezinin II. asamasindaki folikiil. dO, dejenere oosit; Te, teka
eksterna; TIC, tekal tip interstisyel hiicreler; yildiz, dejenere graniiloza
hiicreleri. Crossmon’un {i¢lii boyamasi.

I1l.  asamadaki atretik folikiillerde mural graniiloza hiicrelerinin kayboldugu,
folikiiler boslugun kiigiilerek atrofik bir goriiniim aldig1 ve bu atrofik folikiiler boslugu
poligonal ve ameboid bir goriiniime sahip olan ve gevsek bir ag olusturan fibroblast
benzeri hiicrelerin doldurmaya basladigi ve ayrica tekal tip interstisyel hiicre
gruplarindaki hiicre sayisinin artmastyla hipertrofik bir katmanin sekillendigi goriildii.
Ayrica bu asamada oosit ¢ekirdeginin kayboldugu, sitoplazmanin biiziistiigii ve korona
radiyata hiicrelerinin kayboldugu, ancak zona pellusidanin biitlinligiinii korudugu
belirlendi (Sekil 4.11).

IV.  asamadaki folikiillerin ortada biizlismiis bir zona pellusida ile bunun etrafinda

hipertrofiye olmus tekal tip interstiyel hiicrelerden olustugu tespit edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. Atrezinin III. asamasindaki folikiil. A, antrum; TIC, tekal tip
interstisyel  hiicreler; TFb, fibroblast benzeri tekal hiicreler.
Crossmon’un ii¢lii boyamasi.
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Sekil 4.12. Atrezinin IV. asamasindaki folikiil. TIC, tekal tip interstisyel hiicreler;
ZP, dejenere oosite ait biiziigmiis zona pellusida. Crossmon’un tgli
boyamasi.
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Korpus hemorajikum ve korpus luteum

Korpus hemorajikum oviilasyonu takiben patlayan folikiil bosluguna kan hiicrelerinin
dolmast ile karakterize idi (Sekil 4.13 ve 4.14). Amelkina et al. (52)’nin
tanimlamalarina uygun olarak ¢alismamizda da korpus luteumu olusturan hiicrelerin
histolojik oOzelliklerine gore 4 evre tanimlandi. Korpus luteumun olusmaya basladigi
birinci evrede (PP1) lutein hiicreleri asidofilik ve homojen boyanan bir sitoplazmaya ve
birkac¢ kiiciik vakuole (tip 1 vakuol) sahip iken (Sekil 4.15), korpus luteumun gelisip
biliylimesiyle karakterize olan ikinci evrede (PP2) luteal hiicrelerin poligonal sekil alip
irilestigi ve igerdikleri vakuol sayisinin arttig1 gozlendi (Sekil 4.16). Korpus luteumun
gerilemesinin  (regresyonun) basladigi  {iclincii  evrede (PP3) luteal hiicre
sitoplazmalarinda lipid vakullerin birleserek biiyiikk vakuoller (tip 2 vakuol)
olusturdugu, ayni zamanda tip 1 vakuollerin de bulundugu (Sekil 4.17), regresyonun
gec donemi olarak tanimlanan dordiincii evrede (PP4) ise luteal hiicre sitoplazmasini
biiytlik bir tip 2 vakuoliin doldurmus oldugu, ¢ok az miktardaki sitoplazmanin ince bir
halka seklinde bu vakuolii ¢evreledigi, ¢cekirdegin de kenara itilmis oldugu, bu haliyle

luteal hiicrelerin tek tasli yliziigii andirdig1  belirlendi (Sekil 4.18).

Sekil 4.13. Korpus hemorajikum (CH). S, stroma; ok, folikiil boglugunu dolduran
kan hiicreleri. Crossmon’un ti¢lii boyamasi.
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Sekil 4.14. Korpus hemorajikum. kd, damar; Lh, lutein hiicreleri. Crossmon’un
iiclii boyamast.

Sekil 4.15. Erken luteal donemdeki (PP1) korpus luteum. kd, kapilar damar; Lh,
lutein hiicreleri; v1, tip 1 vakuol. Crossmon’un ii¢lii boyamas.
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Sekil 4.16. Orta luteal donemdeki (PP2) korpus luteum. kd, kapilar damar; Lh,
lutein hiicreleri; v1, tip 1 vakuol. Crossmon’un ii¢lii boyamasi.

Sekil 4.17. Geg luteal donemdeki (PP3) regrese olan korpus Iuteum. kd, kapilar
damar; vl1, lutein hiicrelerinde tip 1 vakuol; v2, lutein hiicrelerinde tip 2
vakuol. Crossmon’un {i¢lii boyamasi.
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Sekil 4.18. Geg luteal donemdeki (PP4) regrese olan korpus Iuteum. d, damar; kd,
kapilar damar; vl, lutein hiicrelerinde tip 1 vakuol; v2, Ilutein
hiicrelerinde tip 2 vakuol. Crossmon’un ii¢lii boyamasi.

Kedi ovaryumunda claudin-1 ve -5’in immunlokalizasyonlari

Claudin-1 ve Claudin-5 antikorlariyla boyanan ornekler incelendiginde Ostrus
siklusunun her ii¢ doneminde folikiillerdeki hiicrelerin boyanma yogunluklarinda

siklusa bagli herhangi bir degisim olmadig: saptandi.
Claudin-1’in immunlokalizasyonu

Pozitif kontrol dokusu olarak kullanilan kedi oviduktuna ait 6rneklerde claudin-1’in
ovidukt epitelinin 6zellikle lateral hiicre membraninda kuvvetli olmak iizere, ¢ekirdek
ve sitoplazmasinda yerlestigi belirlendi (Sekil 4.19). Ovidukt epitelinin aksine claudin-
I’in ovaryum hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda reaksiyon verdigi, ¢ekirdek
boyanmasinin kuvvetli, sitoplazmik boyanmanin ise orta derecede oldugu goézlendi
(Sekil 4.22-4.37). Germinatif epitelde lateral membran ve sitoplazmada yerlesen
kuvvetli bir claudin-1 immunreaksiyonu izlendi (Sekil 4.20). Tunika albuginea ile
kortikal ve stromal medulladaki kollajen ipliklerde boyanma goriillmezken, bazi
fibroblast benzeri hiicrelerin sadece g¢ekirdeklerinde ve diiz kas hiicrelerinin ise hem

cekirdek hem de sitoplazmalarinda pozitif immunreaksiyon belirlendi. Gerek korteks ve
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gerekse medulladaki kan damarlarinin endotel ile diiz kas hiicrelerinde de claudin-1’in

eksprese oldugu gozlendi (Sekil 4. 21).

Sekil 4.19. Ovidukt epitelinde Claudin-1’in immunlokalizasyonu. Strept-ABC
immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.20. Germinatif epitelde Claudin-1’in immunlokalizasyonu. Strept-ABC
immunoperoksidaz teknigi.

Sekil 4.21. Damarlarda (d) Claudin-1’in immunlokalizasyonu. S, stroma. Strept-
ABC immunoperoksidaz teknigi.

40



41

Ovaryumda folikiil gelisimi siiresince graniiloza ve teka hiicrelerinde claudin-1’in
boyanma yogunlugunun degismedigi tespit edildi. Primordiyal folikiillerde yass1 folikiil
epitel hiicreleri (pregraniiloza hiicreleri) ve primer oositin immunpozitif oldugu ve oosit
cekirdeginin sitoplazmasindan daha yogun boyandigi gozlendi (Sekil 4.22). Primer
folikiillerde de tek katli kiibik veya prizmatik graniiloza hiicreleri ile oositlerde ¢ekirdek
ve sitoplazmada boyanma goriiliirken, zona pellusida’nin boyanmadigi tespit edildi
(Sekil 4.23). Sekonder folikiillerde claudin-1 immunreaksiyonu primer oosit, teka ve
graniiloza hiicrelerinde bulunurken, zona pellusida ve bazal membranda gdzlenmedi
(Sekil 4.24). Erken (Sekil 4.25) ve ge¢ antral (Sekil 4.26) folikiillerde oosit ve oositi
saran kumulus hiicrelerinin, antrumu kusatan mural graniiloza hiicrelerinin ¢ogunda ve
teka interna hiicrelerinde, ayrica, teka katmaninda bulunan kapilar damarlarin damar
endotellerinde kuvvetli niiklear claudin-1 immureaksiyonu tespit edildi. Ayrica sozi
edilen hiicrelerde orta siddette sitoplazmik claudin-1 immunreaksiyonu goriiliirken,

zona pellusida, antrum ve bazal membranda reaksiyon negatifti (Sekil 4.25, 4.26).

Sekil 4.22. Primordial folikiillerde (PrF) Claudin-1’in immunlokalizasyonu. O,
oosit; S, stroma; oklar, pregraniiloza hiicreleri. Strept-ABC
immunoperoksidaz teknigi.



Sekil 4.23. Primer folikiilde (PF) Claudin-1’in immunlokalizasyonu. G, graniiloza
hiicreleri; O, oosit; PrF, primordial folikil; S, stroma; SIC, stromal
interstisyel hiicreler; ZP, zona  pellusida. Strept-ABC

immunoperoksidaz
ZEE

teknigi.

Sekil 4.24. Sekonder folikiilde Claudin-1’in immunlokalizasyonu. G, graniiloza
hiicreleri; O, oosit; S, stroma; SIC, stromal interstisyel hiicreler; TF,
teka folikiili; ZP, zona pellucida. Strept-ABC immunoperoksidaz
teknigi.
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Sekil 4.25. Erken tersiyer folikiilde Claudin-1’in immunlokalizasyonu. A, antrum;
Cg, kumulus graniiloza hiicreleri; Mg, mural graniiloza hiicreleri; O,
oosit; Te, teka eksterna; Ti, teka interna; ZP, zona pellucida. Strept-
ABC immunoperoksidaz teknigi.

Sekil 4.26. Graaf folikiiliinde Claudin-1’in immunlokalizasyonu. A, antrum; Cg,
kumulus graniiloza hiicreleri; kd, kapilar dammar; Mg, mural graniiloza
hiicreleri; O, oosit; Ti, teka interna; ZP, zona pellusida; ok, kapilar
dammar. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Atretik folikiillerde claudin-1 immunreaksiyonunun boyanma yogunlugunda énemli bir
farkliligin bulunmadigi, ancak atrezi siirecinde olusan morfolojik degisikliklere paralel
olarak claudin-1’i eksprese eden hiicrelerin degistigi belirlendi. Genel olarak atretik
preantral folikiillerin graniiloza hiicrelerindeki (Sekil 4.27) ve I. ve II. asamalardaki
atretik  antral  folikiillerin  graniiloza ve teka hiicrelerindeki claudin-1
immunreaksiyonunun saglikli folikiillerdekine benzer olarak ¢ekirdekte kuvvetli,
sitoplazmada ise orta derecede pozitif oldugu gorildii (Sekil 4.28-4.30). 1. asamadaki
antral folikiillerde oositteki reaksiyon saglikli folikiillerdekine benzerken, II. asamada
oosit dejenerasyonuna bagli olarak azaldig tespit edildi. II. asamada dejenere graniiloza
hiicrelerinde hala niiklear ve sitoplazmik boyanmanin bulundugu goriildi (Sekil 4.30).
III. asamadaki atretik antral folikiillerde ise claudin-1 immunreaksiyonunun atretik
folikiiler bosluktaki fibroblast-benzeri hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde ve tekal
tip interstisyel hiicrelerin 6zellikle ¢ekirdeklerinde bulundugu tespit edildi (Sekil 4.31).
IV. asamada tekal tip interstisyel hiicrelerde kuvvetli niiklear, kollabe olmus zona
pellusida da ise negatif reaksiyonun varligi dikkati ¢ekti (Sekil 4.32). Gerek atretik
follikiiller etrafindaki ve gerekse ovaryum stromasindaki tekal tip interstisyel hiicrelerin
lipid damlaciklariin sitoplazmayr isgal etmesinden Otiirii farkli yapisal o6zellikler
sergiledikleri ve bu hiicrelerin bazilarinin ¢ekirdeklerinde claudin-1 i¢in kuvvetli pozitif
immunreaksiyon gozlenirken, bazilarinin g¢ekirdeklerinde reaksiyonun negatif oldugu

tespit edildi (Sekil 4.32, 4.33).



Sekil 4.27. Atretik preantral folikiilde (APF) Claudin-1’in immunlokalizasyonu. d,
damar; dO, dejenere olmus oosit; G, graniiloza hiicreleri; S, stroma; ZP,
zona pellusida. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.

Sekil 4.28. 1. agsamadaki atretik antral folikiilde Claudin-1’in immunlokalizasyonu.
d, damar; Mg, mural graniiloza hiicreleri; TIC, tekal tip interstisyel
hiicreler; oklar apopitotik cisimcikler; yildiz, dejenere graniiloza
hiicreleri. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.29. I1. asamadaki atretik antral folikiilde Claudin-1’in immunlokalizasyonu.
A, antrum; dO, dejenere oosit; TIC, tekal tip interstisyel hiicreler yildiz,
lumendeki dejenere graniiloza hiicreleri. Strept-ABC
immunoperoksidaz teknigi.

4

Sekil 4.30. II. asamadaki atretik antral folikiilde Claudin-1’in immunlokalizasyonu.
A, antrum; d, damar; Mg, mural graniiloza hiicreleri; TIC, tekal tip
interstisyel hiicreler yildiz, lumendeki dejenere graniiloza hiicreleri.
Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.



Sekil 4.31. III. asamadaki atretik antral folikiilde Claudin-1’in
immunlokalizasyonu. A, atretik folikiilde kiiglilmiis antrum; TFb,
fibroblast benzeri tekal hiicreler; TIC, tekal tip interstisyel hiicreler;
Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.

Sekil 4.32. IV. asamadaki atretik folikiilde Claudin-1’in immunlokalizasyonu. TIC,
tekal tip interstisyel hiicreler; ZP, dejenere oosite ait biiziismiis zona
pellusida. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.

47



48

Sekil 4.33.  Stromal interstisyel  hiicrelerde  (SIC)  Claudin-1’in
immunlokalizasyonu. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.

Luteal faz siiresince korpus luteumda claudin-1’in kiigiik ve biiyiik luteal hiicreler ile
bunlar arasinda bulunan kan damarlarinin endotel hiicrelerinde eksprese oldugu luteal
hiicrelerdeki ekspresyonun korpus luteumun olusumu ve regresyonu siiresince olusan
morfolojk degisikliklere paralel olarak degistigi gozlendi. Korpus luteumun olusmaya
basladig1r birinci evrede (PP1) claudin 1’in lutein hiicrelerinin sitoplazmalarinda,
cekirdeklerinde ve ayrica folikiil hiicrelerinden farkli olarak hiicre membranlarinda
bulundugu belirlendi (Sekil 4.34). Korpus luteumun gelisip biiyiimesiyle karakterize
olan ikinci evrede (PP2) luteal hiicrelerde ¢ekirdekteki reaksiyonun arttigi ancak tip 1
vakuollerin artmasina bagli olarak sitoplazmik reaksiyonun biraz azaldigi, ayrica
membransel reaksiyonun da az belirgin oldugu gozlendi (Sekil 4.35). Ayrica bu
donemlerde lutein hiicreleri arasindaki kapilar damarlarin endotel hiicrelerinin
¢ekirdeklerinde kuvvetli niiklear claudin-1 immunreaksiyonu gozlendi. Korpus
luteumun gerilemesinin (regresyonun) basladig: tiglincii evrede (PP3) luteal hiicrelerde
tip 1 ve tip 2 vakuollerin sitoplazmayr isgal etmesi sonucu claudin-1’in sinirh
sitoplazmik alanda bulundugu, membransel reaksiyonun belirgin olmadig: tespit edildi

(Sekil 4.36). Regresyonun ge¢ donemi olan dordiincli evrede (PP4) ise luteal hiicre
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sitoplazmasint ~ biiyiikk  bir tip 2  vakuoliin  doldurdugundan  claudin-1
immunreaksiyonunun bu vakuol etrafinda ince bir halka seklindeki sitoplazma alaninda
ve cekirdekte lokalize oldugu gozlendi (Sekil 4.37). Regresyon siirecinde kapilar

damarlarin endotel hiicrelerinin ¢ekirdeklerindeki claudin-1 immunreaksiyonunun da

azaldig tespit edildi.

Sekil 4.34. Korpus luteumun olusmaya basladigi birinci evredeki (PP1) luteal
hiicrelerde (Lh) Claudin-1’in immunlokalizasyonu. kd, kapilar damar;
ok basi, membran boyanmasi. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.



Sekil 4.35. Korpus luteumun gelisip biiyiimesiyle karakterize olan ikinci evredeki
(PP2) luteal hiicrelerde (Lh) Claudin-1’in immunlokalizasyonu. kd,
kapilar damar; v1, lutein hiicrelerinde tip 1 vakuol; ok basi, membran
boyanma31 Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.

Sekil 4.36. Korpus luteumun gerilemesinin (regresyonun) basladig {igiincii evrede
(PP3) luteal hiicrelerde (LH) Claudin-1’in immunlokalizasyonu. kd,
kapilar damar; v1, lutein hiicrelerinde tip 1 vakuol; v2, lutein
hiicrelerinde tip 2 vakuol. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.37. Korpus Iluteumun gerilemesinin (regresyonun) ge¢ donemi olan
dordiincii  evredeki (PP4) luteal hiicrelerde (Lh) Claudin-1’in
immunlokalizasyonu. kd, kapilar damar; v1, lutein hiicrelerinde tip 1
vakuol; v2, lutein hiicrelerinde tip 2 vakuol. Strept-ABC
immunoperoksidaz teknigi.

Claudin-5’in immunlokalizasyonu

Kedi oviduktuna ait pozitif kontrol &rneklerinde claudin-5’in oviduktta epitel
hiicrelerinin lateral membranlari, ¢ekirdek membranlar1 ve sitoplazmalarinda, ayrica
lamina propriya katmanindaki damarlarin endotel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
bulundugu gozlendi (Sekil 4.38). Claudin-5’in ovaryum hiicrelerinin ¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda reaksiyon verdigi, c¢ekirdek boyanmasinin ozellikle c¢ekirdek
membraninda belirgin oldugu, sitoplazmik boyanmanin ise hiicre tipine bagl olarak orta
derecede oldugu goézlendi (Sekil 4.39-4.56). Germinatif epitelde de cekirdek ve
sitoplazmada yerlesen kuvvetli bir claudin-5 immunreaksiyonu izlendi (Sekil 4.39).
Tunika albuginea ile kortikal ve stromal medulladaki baz1 fibroblast benzeri hiicrelerin
¢ekirdeklerinin, makrofajlarin ve diiz kas hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin da
claudin-5 pozitif immunreaksiyon sergiledikleri gézlendi. Korteks ve medulladaki kan
damarlarinin endotel ve diiz kas hiicrelerinde de claudin-5 immunreaksiyonunun
bulundugu saptandi (Sekil 4. 40).



Sekil 4.38. Ovidukt epitelinde Claudin-5’in immunlokalizasyonu. Strept-ABC
immunoperoksidaz teknigi.

Sekil 4.39. Germinatif epitelde (GE) Claudin-5’in immunlokalizasyonu. PrF,
atretik primordial folikiil; SIC, stromal interstisyel hiicreler; Ta, tunika
albuginea. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.40. Damarlarda (d) Claudin-5’in immunlokalizasyonu. S, stroma. Strept-
ABC immunoperoksidaz teknigi.

Ovaryumda saglikli tiim folikiillerde oosit sitoplazma ve g¢ekirdekleri claudin-5 ig¢in
pozitif reaksiyon sergilerken (Sekil 4.41-4.45), primer folikiil asamasindan itibaren
gozlenen zona pellusida’nin ise boyanmadigr (Sekil 4.42—4.45) tespit edildi. Claudin-5
immunreaksiyonunun primordial folikiillerde pregraniiloza hiicrelerinde bulunmadigi
(Sekil 4.41), ancak primer (Sekil 4.42), sekonder (Sekil 4.43), erken antral (Sekil 4.44)
ve gec antral (Sekil 4.45) folikiillerde graniiloza ve teka hiicrelerinin sitoplazmalar1 ve
ozellikle ¢ekirdek membranlarinda yerlestigi tespit edildi (Sekil 4.42-4.45). Sekonder
ve antral folikiillerde teka katmaninda bulunan kapilarlarin endotel hiicrelerinde

kuvvetli niiklear claudin-5 immunreaksiyonu gozlendi (Sekil 4.44 ve 4.45).
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Sekil 4.41. Primordial folikiillerde Claudin-5’in immunlokalizasyonu. O, oosit; S,
stroma; oklar, pregraniiloza hiicreleri. Strept-ABC immunoperoksidaz

Sekil 4.42. Primer folikiilde Claudin-5’in immunlokalizasyonu. d, damar; G,
graniiloza hiicreleri; O, oosit; S, stroma; SIC, stromal interstisyel
hiicreler; ZP, zona pellusida. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.



Sekil 4.43. Sekonder folikiilde Claudin-5’in immunlokalizasyonu. G, graniiloza
hiicreleri; O, oosit; S, stroma; TF, teka folikiilii; ZP, zona pellusida.
Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.44. Erken tersiyer folikiilde Claudin-5’in immunlokalizasyonu. A, antrum;
Cg, kumulus graniiloza hiicreleri; Mg, mural graniiloza hiicreleri; O,
oosit; Te, teka eksterna; Ti, teka interna; ZP, zona pellusida; kd, teka
interna katmanindaki bazal membrana komsu kapilar damarlar. Strept-
ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.45. Graaf folikiilinde Claudin-5’in immunlokalizasyonu. A, antrum; Cg,
kumulus graniiloza hiicreleri; Mg, mural graniiloza hiicreleri; O, oosit;
Te, teka eksterna; Ti, teka interna; ZP, zona pellusida. Strept-ABC
immunoperoksidaz teknigi.

Tiim atretik folikdil tiplerinde claudin-5’in atrezinin farkli agsamalarinda gozlenen hiicre
tiplerine 0zgili yerlesim gosterdikleri ve farkli boyanma yogunlugu sergiledikleri tespit
edildi. Genel olarak atretik preantral folikiillerdeki graniiloza hiicreleri (Sekil 4.46) ile L.
ve II. asamalardaki atretik antral folikiillerdeki graniiloza hiicrelerinin saglikli
folikiillerdekine benzer claudin-5 immunreaksiyonu gosterdikleri belirlendi. (Sekil 4.47
ve 4.48). 1. asamadaki antral folikiillerde oositteki claudin-5 immunreaksiyonu saglikli
folikiillerdekine benzerken, II. asamada oosit dejenerasyonuna bagl olarak reaksiyonda
azalma gozlendi. Atrezinin II. asamasinda bazal membrandan ayrilarak lumene
dokiilmiis olan graniiloza hiicrelerinin ¢ekirdek membranlart ve sitoplazmalarinda
claudin-5 reaksiyonunun varligini strdirdiigii goriildii. II. asamada sekillenmeye
baslamis olan tekal tip interstisyel hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kuvvetli ve membranlari
ile sitoplazmalarinda ise orta derecede pozitif bir claudin-5 reaksiyonu dikkati ¢ekti

(Sekil 4.48).
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immunlokalizasyonu. d,

damar; dO, dejenere olmus oosit; G, graniiloza hiicreleri; S, stroma;
Strept-ABC  immunoperoksidaz

Atretik preantral folikiilde Claudin-5’in

SIC, stromal interstisyel hiicreler.

46.
teknigi.
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Se

in immunlokalizasyonu.
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d, Jx, jukstaluminal graniiloza hiicreleri; Mg, mural graniiloza hiicreleri;

Te, teka eksterna; TIC, tekal tip interstisyel hiicreler; oklar apopitotik

cisimcikler. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.

1. asamadaki atretik antral folikiilde Claudin
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Sekil 4.48. II. asamadaki atretik antral folikiilde  Claudin-5’in
immunlokalizasyonu. d; dammar; Mg, mural graniiloza hiicreleri; TIC,
tekal tip interstisyel hiicreler; yildiz, lumendeki dejenere graniiloza
hiicreleri. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.

III. asamadaki atretik antral folikiillerde ise claudin-5 immunreaksiyonunun atretik
folikiiler bosluktaki fibroblast-benzeri hiicrelerin sitoplazma ve gekirdeklerinde orta
derecede, tekal tip interstisyel hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kuvvetli, sitoplazma ve
membranlarinda ise orta derecede pozitif oldugu goriildii (Sekil 4.49 ve 4.50). Atrezinin
IV. agamasindaki atretik antral folikiillerde tekal tip interstisyel hiicrelerin bazilarinin
cekirdeklerinde kuvvetli, bazilarminkinde ise negatif reaksiyon izlenirken,
membranlarinda orta derecede ve sitoplazmalarinda da zayif veya orta derecede pozitif
claudin-5 immunreaksiyonu tespit edildi. Kollabe olmus zona pellusida da reaksiyon
negatifti (Sekil 4.51). Stromal interstisyel hiicrelerin de tekal tip interstisyel
hiicrelerinkine benzer bir claudin-5 immunreaksiyonu sergiledikleri gorildii (Sekil

4.52).



Sekil 4.49. III. asamadaki atretik antral folikiilde Claudin-5’in
immunlokalizasyonu. TFb, fibroblast benzeri tekal hiicreler; TIC, tekal
tip interstisyel hiicreler. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.50. III. asamadaki atretik antral folikiilde Claudin-5’in
immunlokalizasyonu. TFb, fibroblast benzeri tekal hiicreler; TIC, tekal
tip interstisyel hiicreler; Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.51. IV. asamadaki atretik folikiilde Claudin-5’in immunlokalizasyonu.
TIC, tekal tip interstisyel hiicreler; ZP, dejenere oosite ait biiziismiis
zona pellusida. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil  4.52.  Stromal interstisyel  hiicrelerde  (SIC)  Claudin-5’in
immunlokalizasyonu. d, damar. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Luteal faz siiresince korpus luteumda claudin-5’in luteal hiicrelerde eksprese oldugu ve
ekspresyonun korpus luteumun olusumu ve regresyonu siiresince olusan morfolojk
degisikliklere paralel olarak degistigi gozlendi. Claudin 5’in PP1 ve PP2 evresinde
lutein  hiicrelerinin  sitoplazmalarinda, ¢ekirdek membranlarinda ve hiicre
membranlarinda yerlestigi belirlendi (Sekil 4.53 ve 4.54). PP3 evresinde luteal
hiicrelerde tip 1 ve tip 2 vakuollerin sitoplazmay1 isgal etmesi sonucu claudin-1’in
sinirli sitoplazmik alanda bulundugu ve membransel reaksiyonun belirgin olmadigi
tespit edildi (Sekil 4.55). PP4 evresinde ise luteal hiicrelerde claudin-5
immunreaksiyonunun tip 2 vakuol etrafinda ince bir halka seklindeki sitoplazmada ve
zayif olarak c¢ekirdek membraninda bulundugu gozlendi (Sekil 4.56). Ayrica claudin-
5’in luteal hiicreler arasinda bulunan kapilar damar endotellerinin ¢ekirdeklerinde de
eksprese oldugu, PP1 ve PP2 evrelerinde kuvvetli oldugu gozlenen bu ekspresyonun,

PP3 evresinden itibaren azaldig1 ve PP4 evresinde ise zayif ya da negatif oldugu tespit
edildi.

Sekil 4.53. Korpus luteumun olusmaya basladigi birinci evredeki (PP1) luteal
hiicrelerde (Lh) Claudin-5’in immunlokalizasyonu. kd, kapilar damar.
Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.



Sekil 4.54. Korpus luteumun gelisip biiylimesiyle karakterize olan ikinci evredeki
(PP2) luteal hiicrelerde (Lh) Claudin-5’in immunlokalizasyonu. kd,
kapilar damar; v1, lutein hiicrelerinde tip 1 vakuol; ok basi, luteal
hiicrelerde membrane boyanmasi. Strept-ABC  immunoperoksidaz

Sekil 4.55. Korpus luteumun gerilemesinin (regresyonun) basladig: tigiincii evrede
(PP3) luteal hiicrelerde (Lh) Claudin-5’in immunlokalizasyonu. kd,
kapilar damar; vl, Iutein hiicrelerinde tip 1 wvakuol; v2, Ilutein
hiicrelerinde tip 2 vakuol. Strept-ABC immunoperoksidaz teknigi.
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Sekil 4.56. Korpus luteumun gerilemesinin (regresyonun) ge¢ doénemi olan
dordiincii evredeki (PP4) luteal hiicrelerde (Lh) Claudin-5’in
immunlokalizasyonu. kd, kapilar damar; v1, lutein hiicrelerinde tip 1
vakuol; v2, lutein hiicrelerinde tip 2 vakuol. Strept-ABC
immunoperoksidaz teknigi.
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5.TARTISMA VE SONUC

Memeli ovaryumunda folikiilogenezis hiicre cogalmasi, hiicre farklilasmasi ve gogii ile
apopitozu i¢ine alan oldukca kompleks ve dinamik bir siire¢ olup folikiil gelisimi oosit
etrafinda bulunan yassi pregraniiloza hiicrelerinin kiibik veya prizmatik graniiloza
hiicrelerine dontisiimiiyle baslar. Belirli bir follikiiliin biiyiimeye baslamasini tetikleyen
sinyallerin ne oldugu halihazirda tam olarak bilinmemektedir ve ayrica folikiiler
gelisimin baslamasinin en Onemli kaniti olan graniiloza hiicrelerinin seklindeki
degisimle ilgili hiicresel olaylar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Hiicre seklinin
farede graniiloza hiicrelerinin c¢ogalmasim1 (96) ve sican graniiloza hiicrelerinde
steroidogenezi (97) diizenledigi gosterilmistir. Ayrica diger dokulara ait hiicrelerde
hiicre seklinin hiicre biiylimesini, hiicre farklilagmasin1 ve apopitozu diizenledigi de
bildirilmistir (98-100). Genellikle, hiicre sekli degisikliginin de hiicrelerarasi baglantilar
ve hiicre iskeletinin yapisindaki degisikliklerle kontrol edildigi cesitli calismalarla
ortaya konmustur (19, 101-104). Hiicreleraras1 baglanti birimlerinden TJs epitel hiicre
polaritesi i¢in dnem tasiyan apikal hiicre adezyon birimleridir ve plazma membraninin
apikal ve bazo-lateral yiizeyleri arasindaki proteinlerin ve lipidlerin serbest diflizyonunu
bloke ederek paraselliiler ge¢irgenligi diizenlerler (67, 68). TJs, occludin ve claudin
protein ailesi gibi transmembran proteinler ile zonula occludens 1-3 (ZO-1, -2 ve -3)
gibi periferal proteinlerden olusurlar (19).

TJs’m ana kurucu proteini olan claudin-1, epitel spesifik bir proteindir (68). Genital
sistemde claudin-1 ekspresyonu insanda meme, prostat ve ovaryum kanserlerinde
gosterilmis (81), ancak normal ovaryumda lokalizasyonu ve ekspresyonu ile ilgili az

sayida ¢alismaya rastlanmistir (15, 20, 105). Bariyer olusturan claudinlerden claudin-
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5’in de endotel hiicrelerindeki TJs’da predominant olarak eksprese edildigi (86) ve
ovaryumda korpus luteumun anjiyogenezinde o©nemli rol oynadigi (15, 17)
gosterilmistir. Ancak kedi ovaryumlarinda folikiiler ve luteal gelisim ile regresyon
sirasinda epiteliyal spesifik protein olan claudin-1‘in ve endoteliyal spesifik protein olan
claudin-5’in lokalizasyonlar1 ve ekpresyonlarina iligkin bilgi bulunmamaktadir.
Ovaryumda gerek folikiiler ve gerekse luteal gelisim siirecinde etkin hiicre tipi olarak
gorev alan graniiloza hiicrelerinin epitel hiicreleri olarak tanimlanmalari, bu hiicrelerin
epiteliyal claudin-1’i eksprese edebilecekleri fikrini ve ayrica folikiiler ve luteal
anjiyogenezde damar endotellerinin claudin-5’i eksprese edebilecekleri fikrini akla
getirmektedir. Buradan yola ¢ikilarak hazirlanan bu ¢alismada kedi ovaryumlarinda
folikiiler gelisimin farkli basamaklar1 ile luteal gelisim ve regresyon siirecinde TJ
proteinlerinden  claudin-1  ve claudin-5’in  varliklari, lokalizasyonlar1  ve
ekspresyonlarindaki degisiklikler immunohistokimyasal yontem kullanilarak ilk kez
ortaya konmustur. Bu c¢alismadaki immunohistokimyasal bulgular, claudin-1 ve
claudin-5’in degisik boyanma yogunluklarinda olmak tizere germinatif epitelde (yiizel
epiteli), degisik gelisme asamalarindaki folikiillerdeki oositte, folikiil epitel hiicrelerinde
(pregraniiloza, graniiloza ve kumulus hiicreleri), teka interna ve eksterna hiicreleri ile
tekal tip ve stromal interstisyel hiicrelerde, fibroblast-benzeri stromal hiicrelerde, ayrica
korpus luteumu olusturan luteal hiicrelerde ve kan damarlarinda bulunduklarini
gostermektedir ki bu bulgular, claudin-1 ve claudin-5’in kedi ovaryumundaki
folikiilogenezde, luteal gelisim ile regresyonda ve anjiyogenezde gorevli olabilecegi
hipotezini destekler niteliktedir.

Claudin-1 hiicrelerde genellikle TJ’nin dig tarafinda lateral membranda bulunur.
Bununla birlikte claudin-1’in 6zellikle ekspresyonunun ve hiicresel yerlesiminin timor
olusumu sirasinda degistigi cesitli ¢aligmalarla ortaya konmustur (105-107). Sunulan
calismada pozitif kontrol dokusu olarak kullanilan kedi ovidukt epitelinde claudin-1’in
epitel hiicrelerinin 6zellikle lateral membraninda, ¢ekirdek ve sitoplazmasinda yerlestigi
gozlenmis olup bu bulgu claudin-1’in TJ proteini olarak membransel yerlesimini
dogrulamaktadir. Kedi ovaryumunun yiizey epitelinde (germinatif epitel) Onceki
caligmalarda bildirilenlere (20) benzer olarak claudin-1’in sitoplazmik ve membransel
bir boyanma sergiledigi tespit edildi. Ovaryum yiizey epitelinin oviilasyona ugramamis
ovaryumda epiteliyal ve mezensimal Ozellikler gosteren duragan bir mezotelden

olustugu (84), ancak menstriiel veya ovariyal siklus sirasinda oviilasyon sonrasi
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ovaryum yiizey epitelinin epiteliyal-mezensimal degisime ugradigi (85) bilinmektedir
(85). Bu caligmada claudin-1’in ovaryumda germinatif epitelde oviilasyon sonrasi
sekillenen epiteliyal-mezensimal degisimde rol oynaylp oynamadigi saptanamadi.
Bununla birlikte germinatif epitelin 6zellikle ¢esitli materyallerin ovaryumdan periton
bosluguna, periton boslugundan da ovaryuma tasinmasinda ve oviilasyon sonrasi
sekillenen riiptiir ile akabindeki onarim olaylarinda islev gordiigii (108) ve claudin-1’in
cesitli iyonlarin tasinmasina aracilik eden TJs’in 6nemli bir yapisal proteini oldugu (67,
68) bilgileri birlikte ele alindiginda bu bulgu, claudin-1’in ovaryum ylizey epitel

hiicrelerinin fonksiyonlarina aracilik ettiginin 6nemli kanit1 olabilir.

Claudin-1’in memelilerin ovaryum folikiillerindeki ekspresyonu ve lokalizasyonu
sadece farede calisilmis olup, TJ proteinlerinden claudin-1, 3 ve 11’in ovidukt epitel
hiicrelerinde bulundugu, ancak ovaryum folikiillerinde bulunmadigi bildirilmistir. Bu
literatiir bilginin (19) aksine kedide ovaryum 6rnekleri incelendiginde dstrus siklusunun
her i¢ evresindeki ovaryum dokusunda claudin-1’in eksprese edildigi, saglikl1 ve atretik
folikiil tiplerinin tiimiinde gerek oositte, gerekse somatik hiicrelerde (graniiloza ve teka
hiicreleri), ayrica stromadaki fibroblast benzeri hiicreler ile medulladaki diiz kas
hiicrelerinde, kan damarlarinin endotel ve diiz kas hiicrelerinde claudin-1’in sitoplazmik
ve niiklear lokalizasyon gosterdigi saptandi. Claudin-1’in sitoplazmik ve niiklear
lokalizasyonlarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin hiicre tipine bagl olarak degistigi ve
claudin-1’in ya apoptosisi indiikledigi (10) veya antiapopitotik etkisinin bulundugu (12)
cesitli calismalarla ortaya konmustur. Melanoma, kolon ve nazofarengeal karsinom gibi
kanser tiirlerinde claudin-1’in ¢ekirdek ve sitoplazmada yerlestigi gosterilmistir (105-
107). Ilging olarak nazofarengeal karsinomda hiicrelerde claudin-1 ekspresyonundaki
artisin hiicre proliferasyonunu artirmaktan ziyade apopitozu azalttigi (107), benzer
olarak kolon karsinomunda da claudin-1 ekspresyonunun inhibisyonunun anoikise
(hiicre-matriks etkilesiminin kaybindan kaynaklanan apopitoz) bagl apopitozu 6nemli
Ol¢iide arttirdigl, ancak hiicre proliferasyonunu etkilemedigi ve claudin-1’in tiimor
olusumu ile kolon epitel hiicrelerinin invaziv 6zellikleri i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir
(11). Memeli ovaryumlarinda folikiilogenezin hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilasmasi ve
gocii ile apopitozu icine alan olduk¢a kompleks bir siire¢ oldugu dikkate alindiginda
kedi ovaryumunda claudin-1’in ovaryum hiicrelerinin sitoplazma ve g¢ekirdeklerinde
bulundugunu gosteren bulgularimiz folikiil gelisimi ve atrezisi siiresince claudin-1’in

folikiil hiicrelerinin proliferasyonu ve apopitozunda, teka hiicrelerinin proliferasyonu ve
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farklilagmasinda ve ayrica stromal hiicrelerin proliferasyonunda goérevli olabilecegi ileri

surtlebilir.

Calismamizda folikiil epitel hiicreleri olarak tanimlanan graniiloza hiicrelerinde claudin-
I’in membransel bir yerlesim gostermesi beklenirken, claudin-1’in graniiloza hiicre
membranlarinda bulunmadigi belirlendi. Memeli ovaryumunda folikiillerin kii¢iik
molekiiller i¢in gecirgen oldugu (109, 110) ve sigcan ovaryumunda preovulator
folikiillerde TJs’1in bulunmadigi (111) gosterilmistir. Kedi ovaryumunda da claudin-1’in
folikiillerde graniiloza hiicrelerinin membranlarinda bulunmamasi, belirli ¢ézeltilerin ve
kiigiik proteinlerin damarsiz graniiloza katmanindan biiyliyen oosite erismesine izin
vermek i¢in graniiloza hiicreleri arasinin daha gecirgen olmasi gerektigiyle agiklanabilir.
Memeli ovaryumlarinda graniiloza hiicrelerinin gelisimsel kokeni belirsizdir, ancak bu
hiicrelerin agirlikli olarak yiizey epitelinden tiiretildigi diistiniilmektedir (112). Bununla
birlikte, ovaryum yiizey epitel hiicrelerinin lateral membranlarinda claudin-1’in ekprese
oldugu gozlenmesine ragmen, follikiillerde graniiloza hiicre membranlarinda epiteliyal
protein olan claudin-1’in bulunmamasi pregraniiloza ve graniiloza hiicrelerinin

gercekten epitel kokenli olmadiginin 6nemli bir gostergesi olarak yorumlanabilir.

Ovaryumda preantral evrede sekonder folikiillerin gelismeye baslamasiyla birlikte
folikiil duvarinda teka hiicre tabakasinin ortaya ¢ikmasi erken folikiiler gelisim ig¢in
onemli bir fizyolojik olgudur. Ciinkii, teka hiicreleri folikiiler gelisim sirasinda cesitli
fonksiyonlar {istlenirler. Bu  fonksiyonlar, folikiiler gelisim sirasinda graniilosa
hiicreleri ve oositler arasindaki iletisimi saglamak, olgun ve fertilize olabilen bir oosit
iretmek icin biiyliyen folikiile yapisal destek saglamak ve oOzellikle kolesterolden
androjen substratlarin1 (androstenedion) tiretmek seklinde siralanabilir (49). Sunulan
calisma bulgular1 gelismekte olan folikiil duvarindaki teka hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
kuvvetli ve sitoplazmalarinda ise orta siddette bir claudin-1 immunreaksiyonunun
bulundugunu, folikiiler atrezin II. asamasindan itibaren teka interna hiicrelerinin tekal
tip interstisyel hiicrelere doniistimiinii takiben hiicre sitoplazmalarinin genislemesi ve
cekirdegin de yuvarlaklagmasit sonucu sitoplazmik boyanmanin zayifladigi, ancak
cekirdekteki reaksiyonun arttigini, ayrica tekal tip interstisyel hiicre membranlarinda
orta siddette membransel bir boyanmanin bulundugunu gosterdi. Bunlarin yanisira
atrezinin III. asamasindaki antral folikiil tiplerinde teka hiicrelerinin farklilagmasiyla

sekillendigi disiiniilen tekal tip fibroblast benzeri hiicrelerin c¢ekirdek ve
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sitoplazmalarinda da claudin-1 immunreaksiyonun var oldugu tespit edildi. Teka
hiicrelerinin ovaryumda en son Olen hiicreler oldugu bilindiginden (49) calisma
bulgularimiz claudin-1’in tekal hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasma siireclerine katildigini
gosterebilir, ancak bu hipotezi dogrulamak i¢in daha detayli ¢alismalarin yapilmasi

gereklidir.

Ovaryumda folikiil gelisimin en onemli amaglarindan biri olgun ve fertilize olabilen
oositi tiretmektir. Memeli oositleri bliylimeleri sirasinda, GJ’lar yoluyla ¢evresindeki
follikiil hiicreleriyle siirekli olarak etkilesirler. Amino asitler, glikoz metabolitleri ve
niikleotidler, biiyliyen oosite GJ’lar araciligiyla aktarilan molekiillerdir (113). Farelerde
folikiil gelisiminin baslamasiyla oosit etrafindaki graniiloza hiicrelerinin oosite AJS
araciyla baglandigi, kalsiyum bagimsiz adezyon molekiilii nectin-2 00sit-graniiloza
hiicre etkilesiminde 6nemli rol oynadigi, E-cadherin ve B-catenin ooplazmada ve oosit
membraninda birlikte bulundugu, bununla birlikte TJ proteinlerinden claudin-1,
claudin-3 ve claudin-11"in oositte bulunmadiklari bildirilmistir (19). Farede bildirildigi
(19) gibi kedi ovaryumunda da gerek primordiyal folikiillerde oosit ve pregraniiloza
hiicreleri arasinda ve gerekse primer, sekonder ve antral folikiillerde oosit ile kumulus
graniiloza hiicreleri arasinda claudin-1’in bulunmadigi yani primordial folikiillerdeki
oolemmanin ve diger folikiillerdeki zona pellusidanin negatif reaksiyon gosterdigi tespit
edildi. Bununla birlikte primordial folikiillerde olduk¢a kuvvetli olmak iizere tiim
folikiillerde claudin-1’in oositlerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda eksprese oldugu
gozlendi. Bu bulgular, kedi oositlerinde TJ proteini olan claudin-1’in oositi ve
graniiloza hiicreleri arasindaki baglantilara katilmadig fikrini ve ayrica claudin-1’in
cekirdek ve sitoplazmadaki yerlesimlerinin proliferasyon ve apopitoz ile iliskili
olabilecegi bilgisi (105-107) dikkate alindiginda bu proteinin oositin gelisiminde rol
oynayabilecegi hipotezini desteklemektedir. Calismamiz claudin-1’in oositlerdeki

varligini gosteren ilk arastirmadir.

Claudin-5 endotel hiicreleri ile epitel hiicrelerinde lokalize olan (90), ayni zamanda
doku spesifik bir ekspresyon sergileyen ve o6zellikle kan-beyin bariyerinin olusumuna
katilan bir TJ proteinidir (71). Claudin-5 damar timérlerinde yiiksek oranda eksprese
edilir (105, 114) ve damar farklilasmasinin 6énemli bir belirtecidir (114). Calismalar
claudin-5 ekspresyonunun serdz ovaryum adenokarsinomunda arttigini gostermistir

(115, 116). Insan ovaryumunda claudin-5’in gerek folikiillerde ve gerekse korpus
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luteumun luteal hiicrelerinde bulunmadigi ancak, 6zellikle korpus luteumdaki kapilar
damarlarin ve stromadaki kan damarlarinin endotel hiicrelerinde bulundugu
gosterilmistir (15, 117). Ipek maymunu (marmoset)’nda da claudin-5’in endotel
spesifik bir TF proteini oldugu ve ovaryumdaki damarlarda bulundugu, ayrica ovaryum
folikiillerinde ge¢ sekonder folikiill asamasinda teka katmaninda damar aginin
olusumuyla birlikte claudin-5’in endotel hiicrelerinde eksprese edildigi, folikiiler
biiyiimeye paralel olarak claudin-5 immunboyanmasinin belirginlestigi, ancak saglikli
ve atretik folikiillerin teka katmanindaki damarlardaki boyanmanin degismedigi
gosterilmistir (17). Sunulan calismada pozitif kontrol dokusu olarak kullanilan kedi
oviduktunda claudin-5’in epitel hiicrelerinin lateral membranlari, ¢ekirdek membranlari
ve sitoplazmalarinda, ayrica lamina propriya katmanindaki damarlarin endotel
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde bulundugu gézlendi. insan ovaryumunda bildirildigi (105)
gibi kedi ovaryum orneklerinde de claudin-5’in germinatif epitelde eksprese oldugu,
ancak insanda bildirilen germinatif epiteldeki membransel yerlesiminin (105) aksine
kedi ovaryumunun germinatif epitelinde ¢ekirdek ve sitoplazmada yerlesen kuvvetli bir

claudin-5 immunreaksiyonunun bulundugu tespit edildi.

Memelilerde normal ovaryum dokusunda claudin-5’in oositlerdeki varligina iliskin
herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Ancak immunhistokimyasal bulgularimiz kedi
ovaryumunda claudin-5’in saglikli folikiillerde 6zellikle primordial folikiillerde ¢ok
kuvvetli olmak tizere ¢ekirdek ve sitoplazmada eksprese oldugunu, ancak primer folikiil
asamasindan itibaren gozlenen zona pellusida da bulunmadigini gostermektedir. Ayrica
bulgularimiz insan (15, 117) ve ipek maymununda (17) bildirilenin aksine, kedi
ovaryumunda claudin-5’in primordial folikiillerdeki pregraniiloza hiicreleri harig, diger
gelisim asamalarindaki folikiillerin graniiloza hiicrelerinin ve ayrica sekonder folikiil
asamasindan itibaren sekillenen teka hiicrelerinin sitoplazmalar1 ve 6zellikle ¢ekirdek
membranlarinda yerlestigini ortaya koymaktadir. Bunun yanisira c¢alismamizda
sekonder ve antral folikiillerde teka katmaninda bulunan kapilar damarlarin
endotellerinde kuvvetli niiklear claudin-5 immunreaksiyonu gozlenmis olup bu bulgu,
insan (15. 117) ve ipek maymununda da rapor edilmistir (17). Sunulan c¢aligmada
claudin-5’in ayrica atretik folikiil tiplerinde eksprese oldugu ve atrezinin farkli
asamalarinda gozlenen hiicre tiplerine 6zgii yerlesim gosterdigi ve farkli boyanma
yogunlugu sergiledigi tespit edildi. Atreziye ugrayan graniiloza hiicrelerinde claudin-5

ekspresyonu ¢ok degismezken, atrezinin II. asamasindaki oositlerde dejenerasyonuna
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bagli olarak azalma saptandi. Ayrica atrezinin II. asamasinda sekillenen tekal tip
interstisyel hiicrelerin  ¢ekirdeklerinde kuvvetli, membranlar1 ile bazen de
sitoplazmalarinda orta derecede pozitif bir claudin-5 immunreaksiyonu belirlendi.
Atrezinin III. asamasinda sekillenen tekal tip fibroblast benzeri hiicrelerin ¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda da pozitif claudin-5 immunreaksiyonu bulundu. Caligmamizda kedi
ovaryumunun ¢esitli hiicrelerinde claudin-5’in niiklear ve sitoplazmik yerlesimlerinin
saptanmasi, claudin-5’in sadece endotel spesifik bir TJ proteini olmadigin1 ve insanda

bildirildigi gibi (86, 89) dokuya 6zgii ekspresyon drnekleri sergiledigini ifade edebilir.

Korpus luteum, memelilerde Ostrus siklusu boyunca doniisiimlii olarak iiretilen ve
dejenerasyona ugrayan, bu nedenle de gebeligin devam etmesinde merkezi bir rol
oynayan endokrin fonksiyonlu aktif bir bez olarak kabul edilir (118). Korpus luteum,
fibroblastlar immun hiicreler ve perisitlerin yanisira esas olarak endotel hiicreleri,
graniiloza lutein hiicreleri ve teka lutein hiicrelerinden olusur. Primatlar disindaki
memelilerde graniiloza lutein hiicreleri biiylik steroidojenik luteal hiicreler, teka lutein
hiicreleri ise kiigiik steroidojenik luteal hiicreler olarak adlandirilir. Graniiloza lutein
hiicreleri progesteronun biiyiik miktarlarda tiretimi i¢in gerekli olan besin maddelerini,
oksijeni ve hormon On maddelerini (prekiirsor) saglamak iizere proksimal kan
damarlarinin filizlenmesine neden olarak anjiyogenezi baslatabilme yetenegindedirler
(119). Progesteron sentezi igin gerekli anjiyogenez ile birlikte, luteal damarlarin
gecirgenligi de siki bir sekilde diizenlenmelidir. Bu diizenleme besin, oksijen ve hormon
on maddelerinin dokuya girmesini ve ayni zamanda progesteronun dokudan damarlara
serbest birakilmasini saglar. Korpus luteumun gelisimi i¢in vazge¢ilmez bir 6n sart olan
vaskiiler gecirgenlik endotel hiicreleri, tarafindan kontrol edilir. Gegirgenlik endotel
hiicreleri arasindaki AJs ve TJs ile saglanir (1, 120, 121). Korpus luteumda farkli
adezyon molekiillerinin bulundugu bilinmektedir. Bunlar, TJ proteinlerinden occludin,
claudin-1 ve claudin-5, AJ proteinlerinden ise VE-cadherin’dir (15, 117). Bu
molekiillerin dagilimi dogal olarak korpus luteumun c¢esitli bolmelerinde farklilik
gosterir. Insan korpus luteumunda occludin’in graniiloza ve teka lutein hiicrelerinin
etrafindaki kapilarlarin endotel hiicrelerinin ve ayrica graniiloza lutein hiicrelerinin
membranlarinda  bulundugu ancak, teka Ilutein hiicrelerinde  bulunmadig:
bildirilmektedir (15). Claudin-1’in ise Ozellikle graniiloza lutein hiicrelerinin
membraninda bulundugu, occludin’in aksine kemer tarzinda olmayip membranin bazi

kisimlarinda eksprese oldugu belirtilmektedir. Ayrica erken luteal faz sirasinda
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graniiloza lutein hiicrelerinde claudin-1’in dagiliminin orta ve ge¢ luteal fazlara gore
daha az organize oldugu, luteal gerilemeden sonra claudin-1’in az sayidaki graniiloza
hiicresinin sitoplazmasinda bulundugu bildirilmektedir (15). Bunlarin yan1 sira claudin-
1’in korpus luteumda endotel hiicrelerinde bulunmadig1 da belirtilmektedir (15). Insan
korpus luteumundakine benzer olarak (15) kedi ovaryumundaki korpus luteumda da
bliylik lutein hiicreler olarak da tanimlanan graniiloza hiicrelerinin bazilarinin
membranlarinda claudin-1’in kesintili bi¢cimde eksprese oldugu ve yine insanda
bildirildigi gibi (15), kedi korpus luteumunda da bu ekspresyonun korpus luteum
sekillenmeye basladigi luteal fazin PP1 evresinde ve korpus luteumun biiylimesiyle
karakterize olan PP2 evresinde belirgin oldugu, regresyonun gerceklestigi donemler
olan PP3 ve PP4 evrelerinde ise kayboldugu tespit edildi. Bu bulgular korpus luteumun
tam islevsel duruma ulastiginda TJs’larin  dagilim ve organizasyonlarinin
tamamlandiginin kanit1 olabilir. Ayrica luteal gelisim ve regresyon siirecinde claudin-
I’in ekspresyonundaki farklilik da, progesteron ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) gibi kilit steroidojenik hiicre molekiillerinin salinmasini kolaylastirmada
claudin-1’in fonksiyonel bir 6neme sahip oldugunu gosterebilir. Luteal regresyon, farkli
hiicresel bolmelerin yeniden modellenmesi ile iligkilidir. Bu gibi yeniden doku
modellenmesini baslatmak i¢in hiicre baglantilarinin kaybi, graniiloza lutein hiicre
bolmesindeki kilcal damarlarin isgalini ve genislemesini saglayan hiicre i¢i boslugu

gevsetmek i¢in ilk adim olarak gerekebilir (122).

Calismamizda kedinin korpus luteumunda hem kiigiik teka lutein hiicrelerinin hem de
graniiloza hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin claudin-1 ig¢in pozitif
immunreaksiyon sergiledikleri de gozlendi. Korpus Iluteumda claudin-1’in
ekspresyonuna iligskin insanda yapilmis sadece bir ¢alisma bulunmakta olup (15), bu
calismada da claudin-1’in c¢ekirdekteki yerlesimi ile ilgili herhangi bir veriye
rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz kedi ovaryumunda korpus luteumda claudin-
1I’in niiklear yerlesimini gosteren ilk calisma olup luteal fazin tiim evrelerinde claudin-
I’in niiklear ve sitoplazmik yerlesimi bu proteinin luteal gelisim siirecinde luteal
hiicrelerin proliferasyonunda ve luteal regresyon siirecinde ise luteal hiicrelerin
apopitozunda gorevli olabilecegini diisiindiirmektedir. Insan korpus luteumunda
bildirilenin (15) aksine, bulgularimiz claudin-1’in luetal fazin 6zellikle PP1 ve PP2
evrelerinde daha kuvvetli olmak iizere luteal hiicreler arasinda bulunan kapilar

damarlarin endotel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde eksprese oldugunu gostermektedir.
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Kisrak (123), ipek maymunu (124), domuz (125), koyun (126, 127), sigir (128, 129),
insan (130), makak (131), tavsan (132) ve sigan (133, 134) ovaryumlarinda yapilan
caligmalar endotel hiicre ¢ogalmasinin korpus luteum olusumunda en yiiksek oldugunu,
daha sonra orta luteal fazda ve korpus luteumun regresyonu sirasinda azaldigini veya
diisiik kaldigimi ortaya koymustur. Bu bilgilerin 1s18inda, kedi ovaryumunda luteal
gelisim stirecinde endotel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde 6zellikle PP1 ve PP2 evrelerinde
goriilen kuvvetli niiklear claudin-1 ekspresyonunun endotel hiicrelerinin proliferasyonu
ile iliskili olabilecegi fikrini ileri siiriilebiliriz.

Claudin-5’in ovaryumun korpus luteumunda ekpresyonu sadece insan (15, 117) ve ipek
maymununda (17) incelenmistir. Claudin-5’in insanda (15, 117) graniiloza ve lutein
hiicrelerinde ~ bulunmadigi, ancak korpus luteumun teka ve  graniiloza
kompartimanlarindaki damarlarin endotel katmanlarinda bulundugu ifade edilmistir.
Ipek maymununda da erken luteal fazda graniiloza kompartimanmna penetre olmaya
baslayan teka kompartimanina ait kapilarlarda bulundugu, orta luteal fazda claudin-5’in
tiim luteal damarlarda ayn1 boyanma &rnegini sergiledigi rapor edilmistir (17). Insan
(15, 117) ve ipek maymununda (17) lutein hiicreleri i¢in bildirilenlerden farkli olarak
kedi ovaryumundaki immunohistokimyasal bulgularimiz claudin-5’in PP1 ve PP2
evresinde lutein hiicrelerinin sitoplazmalarinda, ¢ekirdek membranlarinda ve hiicre
membranlarinda yerlestigini, PP3 evresinde luteal hiicrelerde tip 1 ve tip 2 vakuollerin
sitoplazmay1 iggal etmesi sonucu claudin-1’in sinirl sitoplazmik alanda bulundugunu ve
membransel reaksiyonun belirgin olmadigini, PP4 evresinde ise luteal hiicrelerde
claudin-5 immunreaksiyonunun tip 2 vakuol etrafinda ince bir halka seklindeki
sitoplazmada ve zayif olarak ¢ekirdek membraninda bulundugunu gostermektedir. Bu
bulgular kedi ovaryumunda luteal faz siiresince korpus luteumda claudin-5’in luteal
hiicrelerde eksprese oldugunu ve ekspresyonun korpus luteumun olusumu ve
regresyonu siiresince olusan morfolojk degisikliklere paralel olarak degistigini ortaya
koymaktadir. Claudin-5’in luteal hiicrelerde farkli subselliiler lokalizasyonlar
gostermesinin nedeni tam olarak agiklanmamakla birlikte, bu TJ proteininin hem luteal
hiicrelerin ~ birbirine baglanmasindan ve ayni zamanda luteal hiicrelerinin

proliferasyonundan sorumlu olabilecegi ileri siiriilebilir.

Insan (15, 117) ve ipek maymununda (17) rapor edildigi gibi kedi ovaryumunun luteal

damarlarinin endotel hiicrelerinde claudin-5’in bulundugu tespit edildi. Bu memelilerde
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claudin-5’in  damar endotellerinin membranlarinda eksprese oldugu gosterildigi halde
calismamizda, luteal fazin PP1 ve PP2 evrelerindeki luteal damarlarin endotel
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde kuvvetli, PP3 evresinden itibaren azalan ve PP4 evresinde
ise zayif ya da negatif olan claudin-5 ekpresyonunun bulundugu gozlendi. Claudin-5,
endotel hiicrelerinin temas-inhibisyonunda rol oynar; bdylece endotel hiicresi
cogalmasin1i ve damarlarin stabilize edilmesini azaltir. Endotel hiicreleri komsu
hiicrelerle temasa gectigi anda yapisma molekiilleri birbirine baglanir ve hiicreler
VEGF’iin proanjiyojenik etkisinden daha az etkilenir hale gelir (17). VEGF endotel
hiicrelerinden claudin-5 salinmasini artirir boylece damar gecirgenligi de artar (117,
122). Claudin-5 ayrica endotel hiicrelerinin motilitelerinin diizenlenmesine de katilir
(90). Bu bilgilerin 1s181inda kedi ovaryumunda luteal damar endotellerinde claudin-5’in
damar gegirgenliginin ve ayni zamanda damar endotellerinin proliferasyonu ve
motilitelerine (90) katilarak luteal gelisim silirecinin 6nemli bir asamasi olan

anjiyogenezin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi ileri siiriilebilir.

Ovaryum stromasinin sekstiel siklusa bagli olarak degisimler gosterdigi ve fibroblast
benzeri hiicrelerin 6zellikle stromal interstisyel hiicrelere farklilasarak ovaryumlarda
steroid hormonlarin sentezine katildigi bilinmektedir (135). Memeli ovaryumlarinda
claudin-1 ve claudin-5’in ovaryumda stromal ve tekal tip interstisyel hiicrelerde,
fibroblastlarda ve diiz kas hiicrelerinde eksprese olduguna iligkin herhangi bir bilgi
bulunmamakla birlikte, kedi ovaryumunda her iki TJ proteinin stromal ve tekal tip
interstisyel hiicrelerin membranlari, ¢ekirdekleri ve sitoplazmalarinda bulundugu, ayrica
stromadaki baz1 fibroblast benzeri hiicrelerin ¢ekirdeklerinde, makrofajlarin ve diiz kas
hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda, ayrica korteks ve medulladaki kan
damarlarinin endotel ve diiz kas hiicrelerinde bulundugu saptandi. Genel olarak
bagdoku fibroblastlarinda TJs’in bulunmadigr bildirilmesine karsilik (136), kalp
kasindaki bazi fibroblastlarda (137) claudin-5’in eksprese oldugu rapor edilmistir.
Ayrica claudin-1’in de akcigerde hava yollarinda diiz kas hiicrelerinin hiicre
membraninda bulunmadiklar1 ancak ¢ekirdek ve sitoplazmada yerlestikleri bildirilmistir
(138). Bu literatiir bilgilere (136-138) ve kedide ovaryum stromasinin g¢esitli hiicresel
bilesenlerinde  claudin-1  ve  claudin-5’in  eksprese  edildigini  gOsteren
immunhistokimyasal bulgularimiza dayanarak her iki TJ proteininin sadece epitel ve
endotel hiicrelerine spesifik olmadiklarini diger hiicreler tarafindan da ifadelendiklerini

ileri suirebiliriz.
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Sonug olarak, bu ¢alisma TJ proteinlerinden claudin-1 ve claudin-5’in kedi
ovaryumunda Ostrus siklusunun inaktif, folikiiler ve luteal dénemleri boyunca
germinatif epitel, oositler, folikiiler (graniiloza ve teka hiicreleri) ve luteal hiicreler,
stromal ve tekal tip interstisyel hiicreler, fibroblast-benzeri stromal hiicreler, diiz kas
hiicreleri ve kan damari endotel ile diiz kas hiicrelerinin sitoplazma veya
¢ekirdeklerinde eksprese edildigini ortaya koyan ilk ¢alismadir. Claudin-1 ve claudin-
5’in ekspresyonlarinin ve Ozellikle hiicresel ve subselliiler lokalizasyonlarmin
ovaryumdaki yapisal degisikliklere ve hiicrelere gore degistigini gosteren bulgularimiz,
TJ proteinlerinin kedi ovaryumunda oogenez, folikiilogenez, folikiiler atrezi, korpus
luteumun olusumu ve gerilemesi ile steroid sentezini de i¢ine alan fizyolojik siireglerde

islevi oldugunun kanitlar1 olabilir.
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