T.C.
ISKENDERUN TEKNIiK UNiVERSITESI
MUHENDISLIK VE FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KAHVERENGIi ALABALIGINDAN (Salmo trutta, Linneaus 1766)
OOGONIYAL KOK HUCRE iZOLASYONU VE KULTURU

KAMURAN UMUT YARAS

SU URUNLERI ANABILiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

HATAY
AGUSTOS- 2017



T.C.
ISKENDERUN TEKNIiK UNiVERSITESI
MUHENDISLIK VE FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KAHVERENGI ALABALIGINDAN (Salmo trutta, Linneaus 1766)
OOGONIYAL KOK HUCRE iZOLASYONU VE KULTURU

KAMURAN UMUT YARAS

SU URUNLERI ANABILiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

HATAY

AGUSTOS-2017




T.C.
ISKENDERUN TEKNIiK UNiVERSITESI
MUHENDISLIK VE FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KAHVERENGI ALABALIGINDAN (Salmo trutta, Linneaus 1766)
OOGONIYAL KOK HUCRE iZOLASYONU VE KULTURU

KAMURAN UMUT YARAS
SU URUNLERI ANABILiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Prof. Dr. Sehriban CEK danismanliginda hazirlanan bu tez 07/082017
tarihinde asagidaki jiiri iiyeleri tarafindan OYBIRLIGI ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Sehriban CEK
Baskan

Prof.Dr. Funda TURAN Esin ATIK DOGAN
Uye Uye

Kod No:

Doc. Dr. Mustafa DEMIRCI
Enstitii Miidiiri

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, cizelge, sekil ve fotograflarin kaynak
gosterilmeden kullanimi, 5846 sayil Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.

07.08.2017



TEZ BIiLDiRiMi

Tez igindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde
edilerek sunuldugunu, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada bana
ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini ve tez
tizerinde Yiiksekogretim Kurulu tarafindan higbir degisiklik yapilamayacagi i¢in tezin
bilgisayar ekraninda goriintiilendiginde asil niisha ile ayni olmasi sorumlulugunun

tarafima ait oldugunu beyan ederim.

Kamuran Umut YARAS



KAHVERENGI ALABALIGI’NDAN (Salmo trutta, Linneaus 1766)
OOGONIYAL KOK HUCRE iZOLASYONU VE KULTURU

OZET

Bu tezde, disi Dag alabaliklarinda, Salmo trutta macrostigma, (Salmo trutta,
Linneaus 1766) oogoniyal kok hiicre izolasyonu ve kiiltiirii i¢in pratik bir yontem
gelistirilmistir. Ik olarak, oogoniyal kok hiicre izolasyon ve kiiltiiriinde kullanilan S.t.
macrostigma disi baliklarinin ortalama yas, boy ve agirliklar1 sirasiyla 2,5-3 aylik,
14,65+1,66cm, boy 2822+7,79g agirhginda olarak kaydedilmistir. ikincil olarak
ovaryumlarin morfolojik ve histolojik durumlar1 degerlendirilmistir. Son olarak S.t.
macrostigma oogoniyal kok hiicreleri igin izolasyon ve Kkiiltiir sartlar1 optimize
edilmistir. Perinukleolar asamada olan gonadlarda en yogun miktarda oogoniyal kok
hiicre oldugu saptanmistir. Oogoniyanin yasama orani ve mitotik aktivitesi L-15 kiiltiir
vasatinda, % 5’lik S.t. macrostigma serumu ile (kiiltlir ortam1 pH, 7,65; sicaklik 20°C)
gelistirilmistir. Hiicrelerin izolasyonu sonucunda, oogoniyal kok hiicre yogunlugu
5,4*10° +2,6*10° hiicre/ml olarak, oogoniyal kék hiicre hacmi ise 13,5 ml olarak
hesaplanmistir. Tezde, S.t. macrostigma igin tasiyici anag teknolojisinde ve hiicre gen
transfer sistemlerinde kullanilabilecek hiicre hatti gelistirilmistir. Oogoniyal kok hiicre
kiiltiirii sonucunda transplantasyonda kullanilacak hiicre miktar1 2,7*10% + 1,3*10°

olarak Onerilmistir.

2017, 43 sayfa

Anahtar Kelimeler: Salmo trutta macrostigma, Oogoniyal kok hiicre,
izolasyon, kiiltiir, histoloji



ABSTRACT

Oogonial Stem Cell Isolation and Culture From Brow trout (Salmo trutta,
Linneaus 1766)

A practical technique for oogonial stem cell isolation and culture of the female
Brown trout (Salmo trutta macrostigma, S.t.macrostigma) were elucided in this thesis.
Initially, appropriate age, size and weight of the female S.t. macrostigma for oogonial
stem cell isolation and culture were identified as 2,5-3 month old, 14,65+1,66 cm,
28,22+7.79 g respectively. Secondly, morphological and histological ovary conditions
were assessed. Finally, isolation and culture conditions for oogonial stem cells of S.t.
macrostigma were optimized. The highest oogonial stem cells were measured in the
perinucleolar stage of the ovary. Survival rate of oogonia and mitotic activities in L-15
culture media, with 5% serum of S.t. macrostigma (Culture media pH, 7,65; temperature
20°C) were developed. Density of oogonial stem cells were measured as 5,4*10°
+2,6*10° cells/ml. Whereas, oogonial volume was recorded as 13,5 ml. In the thesis,
germ line chimera was developed for S.t. macrostigma in order to be used in surrogate
reproduction technologies and gene transfer systems. After culture of oogonial stem cells it
was suggested that 2,7%10% + 1,3*10% cells/ ml cell count should be used in

transplantation technologies.

2017, 43 pages

Key Words: Salmo trutta macrostigma, Oogonial stem cell, isolation, culture,
histology
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1. GIRIS

Canli organizmalarda kok hiicreleri, boliinerek kendilerini yenileme ve ayni
zamanda Ozellesmis hiicrelere doniisebilen, farklilasma yetenekleri olan hiicrelerdir.
Kendilerini yenileyebilme ve diger hiicrelere doniisebilme yetenekleri, onlar1 viicuttaki
diger hiicrelerden farkli kilmaktadir. Fare embriyolarindan ilk kok hiicrelerin elde
edilmesi ile birlikte, temel arastirmalarda, tip alaninda ve hayvan biyoteknolojilerindeki
onemli kullanim potansiyellerinden dolayi, aktif arastirmalarin odak noktasi olmustur.
Insan embriyonik kok hiicreleri 1998 yilinda Thomson ve arkadaslar: tarafindan elde
edilmisken balik kok hiicreleri tizerindeki arastirmalar 20 yil 6nce baslamistir (Cek ve
ark. 2016). Baliklarda kok hiicreler li¢ farkli kaynaktan elde edilmektedir. Bunlardan
ilki balik embriyosundan, diger bir ifade ile yumurta dollendikten bir siire sonra, orta-
blastula asamasinda olan embriyodan elde ediliyor ve buna embriyonel kok hiicre
deniliyor (Yi ve ark. 2009). Mid-blastula asamasina gelme siiresi balik tiirleri arasinda
ve su sicakligia bagli olarak farklilik gostermektedir. Gokkusagi alabaliginda, yumurta
dollendikten sonra 6 saattir (Yoshizaki ve ark. 2010a). Ikincisi ise, ileride sperm veya
yumurta hiicresi olabilecek iireme hiicreleri olan Primordiyal esey hiicreleri (PEH) kok
hiicre kaynagi olarak kullanilmaktadir (Lacerda ve ark. 2006). Kok hiicrelerin bir diger
kaynag1 ise ergin baliklarda bulunan ergin kok hiicrelerdir. Ergin kok hiicreler balik
yasadig1 siire boyunca kendilerinin kopyalarini iireterek cogaliyorlar. Bu hiicreler
bulunduklar1 dokulardaki yaslanma, hastalanan veya olen hiicrelerin yerine yenilerini
tireterek yedek hiicre kaynaklar1 olarak gorev yapmaktadirlar. Zebra baliklarinda
bobregin rejenerasyonu ise Diep ve ark. (2011) tarafindan arastirilmistir. Baliklarda
kemik iligi kok hiicreleri lizerine yapilan herhangi bir caligmaya literatiirlerde
rastlanmamistir. Zebra baliklar1 {lizerine yapilan calismalarda kan kok hiicrelerinin
kemik iliginden ziyade bobrekler de depolandiklart De Jong ve ark. (2011) tarafindan
rapor edilmistir. Sinir kok hiicreleri, zebra baliginda Grandel ve ark. (2006), retinal kok
hiicreler ise Otteson ve Hitchcock (2003) tarafindan ¢alisilmistir.

Balik kok hiicrelerinin ¢esitli biyoteknolojik alanlarda kullanilma potansiyelleri
mevcuttur. Gen hedeflenmesi (Rocha ve ark. 2003; Sosa ve ark. 2010; Nwokwa, 2012),
esey hiicre transplantasyonlar1 (Lacerda ve ark. 2006; Yoshizaki ve ark. 2010a, 2010b,
2012) ve gekirdek transferi yolu ile yar1 klonlama alanlaridir (Yi ve ark. 2009).



Primordiyal germ hiicreleri (PEH’leri), embriyogenez siiresince, yalanci gonadlara
(gonosit) gelmeden once esey hiicreleri igin kullanilan terimdir. Yalanci gonadlara
ulastiklarinda, erkeklerde olgun sperm ve disilerde ise olgun yumurtaya farklilasirlar
(Cek 2006; Lacerda ve ark. 2012). Primordiyal esey hiicreleri genetik materyali bir
nesilden digerine tasiyabilen tek embriyonik hiicrelerdir. Bu nedenle gen bankalari
olusturmada, gametlerin saklanmasi ve korunmasinda, ozellikle de dondr gametler
araciligi ile hiicre hatt1 kimerizmini olusturmada oldukc¢a 6nemlidirler (Wong ve ark.
2011; Yoshizaki ve ark. 2012; Lacerda ve ark. 2012; Lee ve ark. 2015; Shang ve ark.
2015). Germ hiicre transplantasyonu ilk kez Japon bilim insanlar1 Yoshizaki ve ark.
(2002) tarafindan gelistirilmistir. Germ hiicreleri yumurta veya sperm iiretimi igin
yalnizca gonadlarda kolonize olurlar. Bu hiicreler pluripotent kok hiicrelerine
dontisebilme yetenegindedirler (Lacerda ve ark. 2008; Satio ve ark. 2008). Germ
hiicreleri morfolojik olarak embriyonik kok hiicreleri ile benzerlik gostermektedir ve
kiiltirlerinde embryoid yapilar olusturabilmektedirler (Fan ve ark. 2008). Germ hiicre
transplantasyonlari {i¢ farkli sekilde yapilmaktadir. Birincisinde donérden izole edilmis
olan primordiyal germ hiicreleri dollenmis ve blastula asamasinda olan embriyolara
transplante edilmektedir (Saito ve ark. 2008). Ikinci yontemde heniiz yumurtadan
c¢ikmis, yumurta keseli larvalarin viicut bosluguna, vericiden izole edilmis olan
primordiyal germ hiicreleri, Yoshizaki ve ark. (2010a, b; 2012) tarafindan transplante
edilmistir. Ucgiincii yontemde ise germ hiicrelerin transplantasyonlari ergin olan
baliklara yapilmistir (Lacerda ve ark. 2006; 2008; 2010; 2012: Shang ve ark. 2015).
Ayni sekilde jiivenil baliklardan izole edilmis olan spermatogoniyal veya oogoniyal kok
hiicrelerin de transplantasyonlar1 yapilmaktadir. Psenicka ve ark. (2015) mersin
baliklarinda germ hiicrelerin izolasyon ve transplantasyonlari ile ilgili yapmis olduklar
ayrintili ¢caligmalarinda, transplantasyon etkinligini %60 olarak kaydetmislerdir. Germ
hiicrelerinin transplantasyon sistemi ticari olarak dnem tasiyan balik tiirlerinden gamet
elde etmede kullamlabilir. Ornegin uskumrugillerden olan mavi yiizge¢ orkinos
(Thunnus thynnus) bes yilda eseysel olgunluga erismektedir. Yetistiricilik sartlarinda
bunu gerceklestirmek ayrica zordur. Bunun yaninda eseysel olgunluga gelmis bir
orkinosun viicut agirlig1 birkag yiiz kilogramdir. Bu tiirden gamet elde etmek pahali,
zaman alici, hacerilerde fazla alan kapladigi i¢cin ekonomik degildir. Ancak yine

uskumrugillerden olan kolyoz (Scomber japonicus) sadece bir yilda eseysel olgunluga



erismekte ve viicut agirligt 500g dir. Eger mavi ylizge¢ orkinosun germ hiicreleri,
kolyoza transplant edilirse daha kisa siirede kiiciik bir tankta orkinos gametlerini elde
etmek miimkiindiir. Boylece orkinos gametlerinin daha kisa siirede, daha az masrafla,
daha az is¢i ve yer kullanarak iiretilebilecegi ongoriilmektedir. Kolyoz burada bir
bakima kiralik (tasiyici) anag olarak kullanilmis olur (Yoshizaki ve ark. 2012). Diger bir
uygulama alani ise nesli tilkkenmekle karsi karsiya olan tiirlerin yumurta ve spermlerini
tiretmektir. Ornegin mersin baliklar1 10 yilda eseysel olgunluga gelmektedir. Akraba
balik tiirlerinde daha kisa siirede eseysel olgunluk saglanabilir. Primordiyal germ
hiicrelerinin uygulama alanlarina daha ayrintili olarak Okutsu ve ark. (2006; 2007) ve
Yoshizaki ve ark. (2012) tarafindan ele alinmistir.

Bu tezin birincil amaci farkli boy, yas ve agirlikta olan S. trutta macrostigma
gonadlarin1 morfolojik ve histolojik olarak calismak ve oogoniyal kok hiicre izolasyon
ve kiiltliriiniin yapilabilecegi optimum boy, yas ve agirlikta olan S. trutta macrostigma
bireylerini belirlemektir. Oogoniyal kok hiicreler en yogun hangi baliklarda kaydedilirse
o boy, yas ve agirlikta olan S. trutta macrostigma’lardan izolasyon islemi yapilacaktir.

Calismada ileride erisilmek istenen sonu¢ ise, heniiz kiiltiir sartlarina adapte
olamamis, strese karsi dayaniksiz ancak oldukca lezzetli oldugundan dolay: tercih
edilen ve ekonomik 6nemi biiyiik ( Gokkusag alabalig ile kiyaslandiginda fiyati 4 ile
10 kat daha yiiksektir) olan dag alabaligi gametlerini kisa siirede elde etmektir.
Oncelikle oogoniyal kok hiicrelerin en yogun olarak bulundugu dag alabaligi, boyu,
agirhigr ve yasi tespit edilecek, izleyen ¢aligmalarda oogoniyal kok hiicrelerin izolasyon
ve Kkiiltirii yapilarak bir sonraki doktora tezi asamasinda ise transplantasyon
gerceklestirilecektir. Dag alabaliginin, Kilic gibi birkac isletmede yetistiriciligi
yapilmaktadir ancak bu isletme sayilart sinirlidir ve gokkusagi alabaligindan daha geg
bir siirede eseysel olgunluga geldigi i¢in pazar agirligina gelme siiresi uzamaktadir. Bu
uygulanacak olan yeni teknoloji ile ilerde bu tiire ait kok hiicre transplantasyonu
yapilabilecek ve bu siire kisalacak ve ayni zamanda biitiiniiyle %100 oranda disi
popiilasyonlar elde edilebilecektir. Boylece, lilkemizde yetistiricilige alinabilecek
alternatif balik tiirlerinden biri olan dag alabaligi ekonomiye kazandirilmis ve iilke
ekonomisine katkida bulunulacaktir. Kocabas ve ark., (2012) dag alabaligi, S. trutta
macrostigma {izerine yapmis olduklar1 detayli ¢alismanin sonuglarma goére bu tiiriin

neslinin tehlike altinda oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastiricilar tiiriin korunma altina



alinmasi gerektigini 6nermislerdir. Baliklarda sperm kriyoprezervasyonu basarili iken
ozellikle biiyiik capli yumurtalarin kriyoprezervasyonun da sorunlar mevcuttur
(Salmonidae familyas: tiirlerinde ciddi boyutlardadir). S. trutta macrostigma gibi biiyiik
capli yumurtalara sahip olan balik tiirlerinde, yumurtanin dondurularak saklanmasinda
oldukga biiyiik problemler mevcuttur. Oogoniyal kok hiicreyi kriyoprezervasyon teknigi
ile saklamak daha kolaydir (Farlora ve ark. 2013). Kok hiicre izolasyon ve kiiltliriiniin
nesli tilkkenmekte olan ciklit tiirlerinin korunmasinda kullanilabilecegi Farlora ve ark.
(2013) tarafindan ileri stiriilmistiir. S. trutta macrostigma‘nin dogal stoklar1 azalmakta
ve ayni zamanda nesli tehlike altinda olan bir tiirdiir. Bu nedenle tezin bir diger hedefi
S. trutta macrostigma ‘dan izole ve kiiltiiri yapilan oogoniyal kok hiicreleri doktora
asamasinda Kriyoprezervasyon saklayarak korumaktir. Kriyoprezervasyon asamasindan

once oogoniyal kok hiicrenin izole edilmesi ve kiiltiirlinlin yapilmas1 gereklidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Ovaryumun Islevi ve Germ Kok Hiicrelerinin Farklilasmasi

Kemikli baliklarda disi iireme organina ovaryum adi verilmistir. Genellikle bir ¢ift
lobdan olusan ovaryumlar, peritonel boslugun dorsal duvarina mezoovarium adi verilen
iplikgikler ile baglidir (Hoar ve Randall, 1969). Diger biitiin canlilarda oldugu gibi
baliklarda da ovaryumlarin en 6nemli iglevi neslinin devami i¢in dollenebilir kalitede
olan yumurta tiretebilmektir. Ovaryumlarda medulla ve korteks olmak tizere baglica iki
farkli doku mevcuttur. Medulla bag dokusu, kan damarlar, kas ve sinir hiicrelerini
icerirken korteks primordiyal germ hiicrelerini, oositleri, hormon {ireten somatik
hiicreleri igermektedir (Hoar ve Randall 1969; Cumaranatunga, 1985). Ovaryumlar eger
biitiinii ile periton tarafindan ¢evrilmis ise, olgun yumurtalar merkez ovaryum kanalina
oradan da genital aciklik araciligi ile disariya birakiliyor ise bu tip ovaryumlara kapali
anlamina gelen cystovarian adi verilmistir. Eger ovaryumlar periton tarafindan kismen
cevrili ve olgun yumurtalar viicut bosluguna birakiliyor ise agik anlamina gelen
gymnovarian adi verilmistir (Hoar ve 1969; Dodd ve Sumpter, 1984). S.t
macrostigmanin da dahil oldugu Salmonidae familyas1 iizerine yapilan ¢aligmalarda,
ovaryum tiiriiniin gymnovarian oldugu kanitlanmistir (Hoar ve Randall 1969; Dodd ve
Sumpter, 1984).

Disi baliklar1 gonadlarindaki oogenez az sayidaki kok hiicre diger bir ifade ile
Primordiyal esey hiicreleri, (PEH’leri) popiilasyonundan kaynagini almaktadir (Cek,
2006). Primordiyal esey hiicreleri (PEH’leri) terimi embriyogonez asamasinda,
gonositlere gelmeden Onceki esey hiicrelerine verilen isimdir. Primordiyal esey
hiicreleri (PEH’leri), embriyogenez sliresince, yalanci gonadlara (gonositlere) gelmeden
once esey hiicreleri i¢in kullanilan terimdir. Bu hiicreler esey kok hiicre hattinin
onciileridir ve cinsiyetlerin farklilagmasindan sonra oogoniyal veya spermatogoniyal ya
farklilasmaya programlanmislardir (Yoshizaki ark. 2003). Gonositlere ulastiklarinda,
erkeklerde olgun sperm ve disilerde ise olgun yumurtaya farklilasirlar (Cek, 2006)
PEH’leri genetik materyali bir nesilden digerine tasiyabilen tek embriyonik hiicrelerdir.
Bu nedenle gen bankalar1 olusturmada, gametlerin saklanmasi ve korunmasinda,
Ozellikle de dondr gametler araciligr ile hiicre hatti kimerizmini olusturmada oldukga

onemlidirler (Wong ve ark. 2011; Yoshizaki ve ark. 2012; Lacerda ve ark. 2012).
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Oogenez oogoniyal kok hiicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmasi ile baslar. Oogoniyal kok
hiicreler histolojik olarak diger somatik hiicrelerden kolayca ayirt edilebilmektedir. Bu
hiicreler elips veya yuvarlak sekilli, oldukca belirgin bir ¢ekirdege ve hiicre ¢ekirdeginin
merkezine yerlesmis bir ¢ekirdek¢ige sahiplerdir. Oogoniyal kok hiicre ¢ekirdegi
cevresinde ¢ok belirgin olmayan, hematiksilen ile hafif boyanmis sitoplazma mevcuttur

( Cek, 20006).
2.2. Oogonial Kok Hiicrelerin Ozellikleri

Kok hiicrelerin karakteristik 6zellikleri, sinirli sayida balik tiiriinde ¢alisilmistir.
Medaka baliginda in vitro ve in vivo da farkli ii¢ embriyonik kok hiicre hatti
arastirllmistir. /n vitro da bu hiicre hatlarmimn farelerdeki kok hiicrelerin biitiin
ozelliklerini tasidigi gosterilmistir. Bu 0Ozellikler: kendi kendisini yenileyebilme,
istikrarli biiylime, baska hiicrelere farklilagsma yetenegi, yiiksek cekirdek-sitoplazma
orani, bir veya daha fazla sayida belirgin ¢ekirdekeik, yuvarlak veya ¢ok sekilli olma,
yiikksek oranda alkalin fosfataz aktivitesi gosterme, normal diploid karyotip ve
siispansiyon Kkiiltiirlerde embryoid yapiya (embryoid cisimcik) benzer yapilar
olusturabilme yetenegi olarak siralanmaktadir (MeiSheng ark. 2010). Zebra baliklarinda
Fan ve Collodi (2006), Cipura (Sparus aurata) da ise Béjar ark. (1999) tarafindan
benzer hiicresel ozellikler bildirilmistir. Cek ve arkadaglari tarafindan yapilan detayl
derlemede balik kok hiicrelerinin genel 6zelliklerine deginilmistir (Cek ark. 2016).
Kemikli baliklarda oogoniyal kok hiicrelerinin 6zellikleri ise birkag balik tiirii ile sinirh
kalmigtir. Nakamura ve ark. (2011) oogoniyal hiicre hattini Medaka baliklarinda
aragtirmiglardir. Yoshizaki ve ark. (2012) Gokkusagi alabaliklarinda oogoniyal kok
hiicre hattinin esnekligi tizerine calismiglardir. Oogoniyal kok hiicrelerin basit bir
sekilde spermatogoniyal kok hiicre hattina doniisebildigini gostermislerdir (Tanaka ve
ark. ,2011).

2.3. Oogoniyal Kok Hiicre Izolasyonunun Amaci

Gokkusagr alabaligi  (Oncorhynchus mykiss) kullanarak, son zamanlarda,
gametogenezin altinda yatan gelisimsel ve hiicresel mekanizmalar1 incelemek i¢in essiz
bir platform saglayan yeni bir germ hiicresi nakli sistemi kullanilmistir. Bu teknik

kullanilarak, 6-9 aylik dondrlerden izole edilen nakledilen yumurtalik germ hiicrelerinin



cinsiyete gore farklilagmamis embriyonik gonadlari kolonize edebildigini ve
gametogenezi siirdiirdiigii gosterilmistir. Oogoniya iceren yumurtalik germ hiicreleri ve
disi gokkusagi alabaligindan izole edilen erken oositler, her iki cinsiyetteki yumurtadan
cikan yavrularinin periton bosluklarina nakledilmistir. Transplante edilen yumurtalik
germ hiicreleri alici gonadlara dogru gog ettikleri, embriyonik gonadal somatik
hiicrelerle etkilesim igine girdikleri, hizla gogaldiklar1 ve sonunda disi alicilardaki
yumurtalara ve erkek alicilardaki spermlere doniistiikleri kaydedilmistir (Yoshizaki ve
ark. ,2010a, 2010b). Dahasi, alic1 baliktan elde edilen vericiden tiiretilmis yumurtalar ve
spermler fonksiyonel olduklart ve normal yavrular iiretebildikleri gosterilmistir. Bu
bulgular, oogonia olan mitotik germ hiicrelerinin yiiksek oranda cinsel plastisiteye sahip

oldugunu gostermektedir (Yoshizaki ve ark. ,2010a, 2010b).

2.4. Salmo trutta macrostigma (Dumeril, 1858) Tiirlerinde Yapilan

Calhismalar

Kocabas (2009) yaptigi ¢alismada kahverenkli alabaligin (Salmo trutta , Linneaus
1766) Tirkiyede bulunan eko tiplerine deginmistir. Bu ekotiplerin S. trutta labrax, S.
trutta fario, S. trutta abanticus, S. trutta macrostigma, S. trutta caspius olduklar
bildirilmis ve bunlarmn dzelliklerine deginmistir. Ulkemizde dogal alabalik stoklar1 ele
alindiginda  salmo trutta tiirline ait olduklari, ancak farkli fenotipik o6zellikler
gosterdikleri kamtlanmistir. Farkli fenotipik o6zelliklerinden dolay:, kok hiicre
caligmalarinin her bir ekotip tizerinde ayrica yapilmasi gereklidir. Bu nedenle bu tezde
kullanilan ekotip, neslinin tehlike altinda olmasi ve yetistiriciligini ekonomik anlamda
yapilamiyor olmasi nedenleri ile Salmo trutta macrositgma ekotipidir. Bu arastirmada
elde edilen bulgularin tamami Salmo trutta macrositgma ekotipine aittir.

Duman ve ark. (2011), Munzur Cayinda avlanan Salmo trutta macrostigma
(Dumeril, 1858)’nin et verimi ve kimyasal kompozisyonunu belirlemek amaciyla bir
arastirma yapmiglardir. Arastirmaya gore kullanilan baliklarin ortalama et verimi, 1. yas
grubunda %58,04+04, 11. yas grubunda %58,98+, III. yas grubunda %59,93+1,00 ve IV
yas grubunda ise %61,07+1,21 olarak bildirilmis olup yaptiklari kimyasal analizler
sonucu baliklarda ortalama nem, ham protein, ham ya g, ham kiil ve karbonhidrat
sirastyla %78,87+0,78, %18,45+0,30, %2,65+0,77, %1,15+0,13 ve %0,98+0,09 olarak
bildirmislerdir.



Kocabas ve ark. (2012) Anadolu dag alabaliklar1 tizerine yaptiklari bir aragtirmaya
gore Tiirkiye, diinyanin en hizli akan nehirlerinden bir kagina sahip olmasina ragmen su
rezervleri bakimindan alt siralarda yer aldigi ve yaklasik 200 milyar m® su miktarina
sahip oldugu bildirilmistir. Dag alabalig1 olarak bilinen Anadolu alabaligi (Salmo trutta
macrostigma), Ulkemizin dort bir yanindaki yiiksekligi 100-150 m ile 2300 m’ler
arasinda degisen, yaz doneminde su sicakligi 20°C ye kadar yiikselebilen nehirlerde
diger Salmo trutta ekotiplerine nazaran, akarsularin daha hizli aktigi kaynaga yakin
bolimlerde ve daglik bolgelerin yukar1 kisimlarinda dogal olarak yasayan bir
ekotip oldugunu bildirmislerdir. Bu alabalik tiiriniin alan kazanma, arazi kullanimu,
kentlegsme, tarim ve hidro elektrik santralleri (HES) gibi nedenlerden dolay: biiyiik
Olciide zarar gordiigii ve korunmasi i¢in detayli arastirmalarin gerektigi ve onlemlerin
almmamast halinde trajik bir sekilde yok olabilecegi raporlanmistir. ALP ve
arkadaglarmin yaptigi c¢alismada Ceyhan Nehri, Firmiz Cayi’ndaki Salmo trutta
macrostigma’nin bazi1 popiilasyon ozelliklerinin tanimlanmasi amaciyla bir calisma
yapilmistir (Alp ve ark.,2005 ). 197 adet alabalikta erkeklerin dislilere oran1 0,67:1,00
ve catal boylar 8,0-48,5 cm arasinda degismis ve ¢ogunlugu 11,0-17,0 cm boy grubunda
yer aldigi bildirilmistir. Total agirliklar 7,4-1441,0 g, yas kompozisyonu ise 0 ile 9
arasinda degistigi kaydedilmistir. Calismada kullanilan salmo trutta macrostigma’larin
diyetlerinde ise toplam 15 adet besin ¢esidi tesbit etmislerdir ve bunlarin en ¢ok
Coleoptera, Trichoptera, Ephemeroptera Plecoptera, Malacostraca, Diptera, Acarii,
Heteroptera, balik, balik yumurtasi ve bitki tohumu gruplarina ait olduklari
kaydedilmistir (Alp ve ark.,2005 ).

2.5. Oogoniyal Kok Hiicre Transplantasyonu

Okutsu ve ark. (2015) transplante edilen yetiskin testikiiler germ hiicrelerinin,
cinsiyete gore farklilasmamis embriyonik gonadlarda kolonize olabildigini ve
gametogenezi devam ettirdigini gostermislerdir. Yetiskin erkek gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) 'den izole edilen spermatogonial kok hiicreleri igeren testikiiler
germ hiicreleri, her iki cinsiyette yeni taranan embriyolarin periton bosluguna
nakledilmis ve donor hiicrelerin davranist gézlemlenmistir. Testikiiler germ hiicreleri
erkek alicilarda spermatozoa ve disi alicilarda tam islevli yumurta olarak ayrim

yapmaktadir. Ayrica alic1 baliktan elde edilen donodrden elde edilen sperm ve yumurtalar



normal yavrular dretebilmistir. Bu bulgular, balik testikiiler germ hiicrelerinin,
muhtemelen spermatogonial kdk hiicrelerin, baligin olgunluga erismesinden sonra dahi
yiiksek seviyede gelisimsel plastisite ve cinsel bipotansa sahip oldugunu

gostermektedir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Denemede Kullanilan Bahklar

Classis : Osteichtyes

Subclassis : Actinopterygii

Subdivisio : Teleostei

Ordo : Salmoniformes

Subordo : Salmonoidei

Familya : Salmonidae

Subfamilya : Salmonidae

Genus : Salmo

Species : Salmo trutta

Subspecies : Salmo trutta macrostigma

Bu ¢alismada kullanilan Dag alabaliklar1 Kili¢ Su iiriinlerine ¢ ne bagli olan Bafa
isletmesinden Ocak 2014’ de temin edilmistir (Kahramanmaras, Tiirkiye). Farkli boy,

yas ve agirliklarda olan 100 adet balik canli olarak Mustafa Kemal Universitesi Deniz
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Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi, akvaryum tiinitesinde her biri 1000litre kapasitesinde
olan 2 adet tanka stoklanmistir. Belirli araliklar la 100 adet baligin gonadlar1 morfolojik
ve histolojik olarak disekte edilerek incelenmistir. Arastirma sonucunda oogoniyal kok
hiicre izolasyon ve Kkiiltiirli i¢in en uygun boy, yas ve agirlikta olan 24 adet disi balik
kullanilmistir. 24 disi S. trutta macrostigma gonadlari enzim ile bilesenlerine ayrilmasi
icin baslica iki guruba ayrilmistir. Her bir gurup 4 tekerriir icermektedir ve her bir
tekerriirde 3 adet balik bulunmaktadir. Birinci guruptaki ovaryumlar %0.25tripsin-

EDTA, ikinci guruptaki ovaryumlar ise %0.05 trpsin-EDTA ile muamele edilmislerdir.
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3.2. Hiicre Kiiltiir Kaplar

Sekil 3.2. 12'li Hiicre Kiiltiir Kaplar

Kok hiicre kiiltiirt i¢in 6zel 12 bdlmeli hiicre petrileri kullanilmistir. Petri kaplarin
tabanlarinda hiicre kolonilerini tutunabilecegi attechment faktor ihtiva etmektedir.
Altilik ve 24 lik hiicre kiiltlir petrileri de ¢alismada denenmis ancak en basarili
incelemenin yapilabildigi hiicre kiiltiir petrilerinin 12°lik olanlar oldugu gozlemlenmis
ve caligma siiresince bu kiiltiir petrileri kullanilmistir. 24°lik kiiltiir kaplarinda
kontaminasyonun daha yogun oldugu ve kiiltiirii seyreltme agamasinda ciddi anlamda

zaman kayb1 oldugu gbézlemlenmistir.
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3.3. Hanks’ Tuz Solusyonu

Sekil 3.3. HBSS (Hank’s Tampon Tuz Soliisyonu)

Dengeli Tuz Cozeltisi kalsiyum kloriir ve Magnezyum kloriir, galik asit (>% 98)
ve propil galat (>% 98) Gonadlarin par¢alanmasindan hiicreleri yikama islemine kadar
Hank’in Tampon Tuz Solusyonu, antibiyotik ve antifungan takviyesiyle kullanilmistir,

antibiyotik ve antifungan eklemesinden sonra pH 7.65’¢ ayarlanmistir.
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3.4. Sogutmal Santrifiij

Sekil 3.4. Sogutmali Santrifiij

Tripsin / EDTA ¢ozeltisi (% 0.05 tripsin / 1 mM ve %0.025 mM) ve hiicreler
santrifiijleme ile toplandi. Siispansiyon halindeki hiicrelerin falcon tiiplerinde alt

kisimda toplanmasi i¢in kullanilmistir.

14



3.5. Trypan Blue

Sekil 3.5. Tripan Mavisi

Hasar gormemis hiicrelerin zarlari bilesikler konusunda ¢ok segicidirler ve bu
nedenle tripan mavisini almazlar veya yabanci bir maddenin zardan gegisine izin
vermezler. Boyay1 tutan tiim hiicrelerde uygulanabilir oldugu kabul edilmistir. Zarar
gormiis membranlara sahip hiicreler mavi renk ile kolayca boyanir. Bu nedenle, tripan
mavisi, yasayan hiicreler ile zarar gérmiis veya 6lmiis olan hiicrelerin birbirlerinden
ayirt edilmesinde kullanilmaktadir ( Tran S-L ve ark., 2011). Calismada hasar gérmiis
hiicrelerin, saglikli olan hiicrelerden ayirt edilmesinde kullanilmistir. Hasarli olan
hiicrelerin zarlar1 yari-gegirgen bir zar gibi davranip boyay1 iglerine alarak koyu mavi
bir renge boyanmaktadir. Saglikli ve canli hiicreler ise boyanmadiklarindan dolay1

parlak beyaza yakin bir renkte goriinmektedir.
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3.6 Thoma Lamm
Thoma laminda her iki bolimde 4 adet biiylik kare ve bunlarin iginde 16 adet
kiigiik kare bulunmaktadir. Trypan mavisi ile hazirlanan siispansiyon ig¢indeki 6lii ve

canli hiicrelerin sayiminda kullanilmstir.

[
1IIRIITNI
TRITHITA
LAY

Sekil 3.6. Olii ve Canli Hiicrelerin say1ldigi Hemasitometre ( Thoma Lan )

Canli oogoniyal hiicreler a ile 6lii hiicreler b ile adlandirip asagidaki formiillere
uyarak excel’de hesaplamalari yapilmistir. Tezde kullanilan thoma laminda iki yonde de

boliim oldugundan ortalama 6lii ve canli hiicre sayilar1 8’e boliinerek hesaplanmuistir.

al+a2+a3+a4+aS5+a6+a7+a8

Ortalama canli hiicre sayis1 =

8
b1+b2+b3+b4+b5+b6+b7+b8
Ortalama 6li hiicre sayisi= 2
. . . Ortalama canli hiicre sayis1
Canl hiicre ytlizdelik orani= x 100

Ort. canli hiicre say1s1+Ort. 6lii hiicre sayist
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Toplam hacim (OrnekxSeyreltme s1visi)

Seyreltme faktori=—;
Y Ornegin hacmi (hiicre siispansiyonu)

. y . Ortalama canli hiicre sayis1 X Seyreltme faktori
Hiicre Yogunlugu: X

1 4
Kare hacmi(ml) 0

Toplam hiicre sayis1 = Hiicre yogunlugu x Hacim

Toplam Hiicre Sayisi

Hiicre hacmi=
uere acm Seyreltme Faktoru
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3.6. L-15 Leibovitz Medyumu (Vasati)

Sekil 3.7. L-15 Medyumu (Vasati)

Hiicre siispansiyonu kiiltiir kaplarina ekleme islemi sirasinda ilave islemi
gerceklestirilmistir. Bu 0zel soliisyon igerisinde hiicreler igin gerekli besinleri ve
mineralleri ihtiva etmektedir. L-15 Medium (Leibovitz) aslen sodyum bikarbonat
gerektiren karbondioksit (CO2) igermeyen sistemlerde kullanilmak tizere formiile
edilmistir. L-15, fizyolojik pH kontroliinii siirdiirmeye yardimci olmasi igin glikoz igin
ikame edilmis olan tuzlarin tamami, serbest baz amino asitler ve galaktoz tarafindan
tamponlanir (Anonim, 2017). Calismada hiicre kiiltiirii i¢in besin ortami olarak

kullanilmistir ve igerigi 3.1. nolu tabloda verilmistir.
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Tablo 3.2.Calismada kullanilan kiiltiir vasati (L-15)

25mM HEPES

Antibiyotikler (50pg/ml penisilin, 50pug/ml streptomisin)

2,5ug/ml Fungizon

1,0ng/ml NaHCOs3

0,3ug/ml L- glutamin

%10’luk FBS

%75’1ik Balik serumu

25pug/ml insiilin

Ing/ml bFGF (temel fibroblast biiylime faktorii)
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3.7. CO2’ ve O2 Kontrollii inkiibator

Sekil 3.8. CO2’ve O, Kontrollii Inkiibator

Oogoniyal kok hiicrelerin gelisebilmesi ve koloni olusturmalari i¢in 20°C sicaklik
%35 oraninda CO2 bulunan %95 oraninda nem ihtiyacini kargilamak i¢in kullanilmistir.
Ayni zamanda ortamin kontaminasyonunu dnlemek i¢in filtrasyona sahip, CO2, O,
nemi, sicaklii, oogoniyal kok hiicre i¢in optimum seviyede tutmak amaci ile

kullanilmistir.
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3.8. Otoklav

Sekil 3.9. Otoklav

Tipik bir sterilizasyon en az 121 °C, 1,5 atm altinda 12 dakikada yapilmaktadir (
Dion ve ark. 2013). Kullanilan cam ve metal materyallerin  sterilizasyonunda
kullanilmigtir. 121° C derecede 1,5 atm altinda 20 dakika boyunca sterilizasyon
yapilmustir.

21



3.9. Gonad Histolojisi

Calisma Iskenderun Teknik Universitesi Deniz Bilimleri ve Teknolojisi fakiiltesi
akvaryum {initesinde ve laboratuarinda yiiriitiilmustiir. Temin edilen 24 adet 6rnegin
agirhiklar (dijital terazide), uzunluklart (Imm hassasiyetindeki kumpasta) tespit
edilmistir. Baliklarin ortalama agirliklar; 28,22+7,79 g, ortalama uzunluklari,
14,65+1,66 cm’dir. Baliklar 2-phenoxethonol (%0,004) ile oldiiriildiikten sonra
gonadlar1 disekte edilmistir. Gonadlar sirasiyla %10 notr tampon formalinle fikse
edildikten sonra etil alkol ile dehidrasyon islemi yapilmistir. Daha sonra parafin
emdirme islemi yapilmis ve doku kasetlere yerlestirilip parafine gomiilmistiir. Blok
haline gelen kitle mikrotom ile kesilip tiraslanmistir. Doku &rnegi hemotoksilen ve
eosin boyalari kullanilarak boyandiktan sonra, Ornekler 151k mikroskobunda incelenmis
ve oogoniyal germ hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir Cek ve ark., (2001), Cek ve Yilmaz
(2009).

3.10. Oogoniyal Kok Hiicre izolasyon

2-3 aylik donér S. trutta macrostigmalar %0.04’liik 2-phenoxethanol (Sigma
Kimyasal, UK) ile disekte edilerek ve olasi herhangi bir kontaminasyonu onlemek
amaciyla tiim balik viicudu %70’lik isopropanol ile sterilize edilmistir. Dag Alabaligi
steril edilmis diseksiyon seti kullanilarak disekte edilip ovaryumlar steril petri kabi
icinde HBSS igerisine konulmustur. HBSS (fenol kirmizi igerir ancak kalsiyum veya
magnezyum igcermez, 1,0ng/mINaHCOs3, 100inite/ml penisilin, 100pg/ml streptomisin,
100pg/ml centamisin ve 100ug/ml fungizon igerir). Kullanilan tiipler, kapaklar ve
diseksiyon seti siirekli bek alevine tutularak olasi bir kontaminasyon oOnlenmistir.
Gonadlar ¢eker ocak ( uv sistemi ve bek alevi mevcut) igerisinde kan damarlar1 ve
peritondan temizlenir (Ceker ocak kullanilmadan 15 dakika 6nce uv acgilmis ve ¢alisma
baslayana kadar agik tutularak c¢eker ocak i¢i steril hale getirilmistir). Daha sonra
gonadlar 3 kez 100iinite/ml penisilin, 100pg/ml streptomisin, 100pug/ml centamisin ve
100pug/ml fungizon igeren HBSS ile yikanmistir. Bu islemin ardina ayni petri kabi
bleach soliisyonunda (pH 7.4 olacak sekilde; 1/10 clorox bleach , 9/10 ultra safsu)
icerisine 2 dakika bekletilip hemen ardindan 3 kez 100iinite/ml penisilin, 100pg/ml
streptomisin, 100ug/ml centamisin ve 100ug/ml fungizon igeren HBSS ile

durulanmustir.
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3.11. Oogoniyal Kok Hiicre Kiiltiirii

Sekil 3.10. Invert Mikroskop Altinda K&k Hiicre Goriintiileme Calismasi

Gonadlar onceden sterilize edilmis bisturi saplar1 ile oldukca kiiglik parcgalara
kiyilmig ve 3 kez 100iinite/ml penisilin, 100pg/ml streptomisin, 100pg/ml centamisin ve
100pg/ml fungizon igeren HBSS ile yikanmistir. Yikanan doku parcalart %0,25°1ik
tripsin iceren EDTA ¢d6zeltisi 12ml ‘lik HBSS igerisine transfer edilerek ve buz lizerinde
30 dk. siiresince inkiibasyona tabii tutulmustur. Inkiibasyondan sonra manyetik
karistirict ile 60dk stiresince 22°C de karistirilip, slispansiyon hiicreler goz agikligi
40pm olan filtre ile siiziilerek, 10dk stiresince 500rpm de santrifiij edilmistir. Santrifiij
ardindan hiicreler, 3 kez 100iinite/ml penisilin, 100pg/ml streptomisin, 100pg/ml
centamisin ve 100ug/ml fungizon igeren HBSS ile yikanmustir. Yikanan hiicre
siispansiyonundan 20ul alinarak her bir kiiltiir kabina transfer edilip ve 60ul kiiltiir
vasati(L-15) eklenmistir. Hiicre sayim1 Thoma lamui ile yapilir. Hiicre sayimi icin hiicre
jelatininden aliman 20ul ile trypan mavisinde ayni 6l¢iide alinarak hiicre boyamasi
yapilmis ve 2ul almmarak toma laminda canli hiicre sayimlari invert mikroskopta
yapilmistir. Her bir baliktan elde edilmis hiicreler bir kiiltiir kabina olacak sekilde islem

yapilmistir. Sogutmali inkiibator (11°¢ ve nem saglayan saf su ve iginde bakir levha)
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CO:2 li inkiibatorde (18°¢- 24°¢ %5 CO- ve nem saglayan saf su i¢inde bakir levha) ve
normal inkiibatorde(18°¢ ve nem saglayan saf su i¢inde bakir levha) inkiibe edilmistir.
Hiicreler her giin, mikroskop altinda kontrol Giinliik incelmeler yapilmis ve degisimler
ve olusmus kontaminasyonlar incelenmistir ve goriintiiler alinmustir. Incelenen
materyaller kontaminasyon olduguna karar verildikten sonra hidroklorik asit ile
yikanarak imha edilmistir. Her kullanilan bolge c¢alisma ve sonrasinda alkol ile

dezenfekte edilmistir (Shang ve ark. 2015) .
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Oogoniyal Kok Hiicre izolasyonunda Gonadlarin Morfolojisi

Sekil 4.1. Oogoniyal kok hiicre izolasyonun yapilacagi gonadlarin morfolojik gortiniimii

Tezde yapilan histolojik arastirmalarin sonuglarina dayanarak, optimum oogoniyal
kok hiicre izolasyonun yapilabilecegi gonadlarin morfolojik goriiniimii Sekil 4.1 de
verilmistir. Arastirma sonuglarina dayanarak en yogun miktarda germ hiicresinin
bulundugu S. trutta macrostigma bireylerinin yas, boy ve agirliklar1 sirasiyla 2+, 3
aylik, 14,65+1,66 cm boy ve 28,22+7,79 g agirliginda olarak saptanmistir. Disi S. trutta
macrostigma bireylerinin gonadlari agik pembe ve saydamdirlar. Hafif piitiirli, kan
damarlar1 ve diger olusumlar gozle fark edilemeyecek sekildedir. Disi S. trutta
macrostigma’lar i¢in optimum oogoniyal kok hiicrenin izolasyonunun yapilabilecegi
yasin 2+, 3 aylik, boyun 14,65+1,66 cm ve agirligin ise 28,22+7,79 g olmas1 gerektigi
onerilmistir. Gonadlarin morfolojik gortinlimleri ise Sekil 4.1.de oldugu gibi

Onerilmistir.
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Yoshizaki ve ark.‘nin  (2010) yaptig1 ¢alismada 11 — 12 aylik 10° C sicaklikta
biiyiimiis erkek gokkusag: alabaliklarindan elde edilen testisler kullanilmistir, Shinya ve
ark (2010) yaptiklar1 galismada 9-10 aylik erkek bireyler, 2013 yilinda yaptiklari
calismada 11-12 aylik (Total boy:13.9+£1.4 cm ve Total agirlik: 42.4+11.5 g ) transgenik
erkek gok kusagi alabaliklarimi kullanmislardir. Hayashi ve ark. (2014) yaptiklar
calismada 10-15 aylik transgenik gok kusagi alabaliklarini kullanmislardir. Farlora ve
ark. (2013) nil tilapyas1 ( Oreochromis niloticus) tizerine yaptiklari ¢alismada 5-12 aylik
transgenik erkek nil tilapyalarindan elde edilen testisleri kullanmislardir. Takeuchi ve
ark. (2009) Nibea mitsukurii (Perciformes, Sciaenidae) iizerine yaptiklari ¢alismada 3,6
ve 16 aylik erkek bireylerden elde ettikleri testisleri kullanmiglardir. Asagidaki tabloda
farkli yazarlar tarafindan Onerilen farkli boy ve agirliklar verilmistir. Tabloda da
goriildiigli gibi yapilan aragtirmalarda spermatogoniyal kok hiicreler izole edilmistir.
Oogoniyal kok hiicre izolasyonunun yapildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Yeni
caligma ile kiyaslandiginda yas boy ve agirliklarin yeni ¢calismada oldukga kiigiik olarak

saptandig1 gorilmiistiir.

Tablo 4.1.Esey Kok Hiicrelerinin En Yiiksek Miktarda Bulundugu Yas, Boy ve Agirliklarin
kiyaslanmasi

Total Boy Total Agirlik

Aragtiricilar Tiir sex Yas

(ortalamacm)  (ortalama g)
Yoshizaki (2010) Oncorhynchus mykiss E 11-12 ay - -
Takeuchi (2009)  Perciformes Sciaenidae E 3-6-16 ay - -
Shinya (2013) Oncorhynchus mykiss E 11-12 ay 13.9+£1.4 42.4+11.5
Hayashi(2014) Oncorhynchus mykiss E 10-15 ay - -
Farlora(2013) Oreochromis niloticus E 5-12 ay - -
Tezde Salmo trutta macrostigma D 2,5-3 ay 14,65+1,66 28,22+7,79
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4.2. Optimum Oogoniyal Kok Hiicre izolasyonunda Gonadlarin Histolojisi

Bu ¢alismada kullanilan disi S trutta macrostigma bireylerinden elde edilen
gonadlarin histolojik incelemeleri yapilmistir. Sonug olarak perinukleolar asamada olan
2,5, -3 aylik bireylere ait gonadlarda en yogun miktarda oogoniyal kok hiicre oldugu
saptanmistir ve ortalama gonad agirliklar: 0,254+0,07 g olarak 6l¢iilmiistiir. Disi S trutta
macrostigma bireylerinde eseylerin farklilasma asamasi tam olarak 2+ aylik olan
bireylerde tespit edilmistir. Bu asamada oogoniyal kok hiicreler diger asamalardan daha
yogun olarak tespit edilmistir. Cek (2006)’nin kemikli bir akvaryum balig: tiirii tizerinde
yapmis oldugu erken gonadal gelisim ve eseylerin farklilasmasi arastirmasinda disi
gonadlarin erkek gonadlardan daha erken farklilastigi kanitlanmistir. Literatiirlerde
yapilan calismalarda spermatogoniyal kok hiicre izolasyon ve kiiltiirli iizerine yogun
oldugu icin, gokkusagr alabaliklarinda daha ge¢ yas, boy ve agirliklarda
spermatogoniyal kok hiicreler kaydedilmistir.

Giling6r’tin (2015) yaptigi ¢alismada 18 ve 14 aylik erkek sudak baliklarindan elde
ettigi testislerde yapmis oldugu incelemelerde 14 aylik olan balik testislerinde gozle
goriliir sekilde fazla miktarda spermatogoniyal kok hiicre bulundugunu bildirmistir. Bu
oran 14 aylik baliklarda %98,4 iken 18 aylik bireylerde %45,4 bulundugunu tespit
etmistir. Bu bulgu, benim tezimdeki bulgular ile uyum igerisindedir, daha erken
donemlerde, eseylerin tam farklilastigi1 donemlerde daha yogun, daha yiiksek oranlarda

kok hiicre bulunmaktadir.
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Sekil 4.2.a. Kromatin nucleolus evrede olan gonadlarda, oogonia gosterilmektir. Bloklar
parafine gémiillmiis, alman kesitler ise hematoksilen ve eosin boyalar ile boyanmistir. Oo,
oogonia. Olgek cubugu=60 um .

Sekil 4.3.b. Perinukleolar evrede olan gonadlarda, oogonia gdsterilmektir. Kesitler hematoksilen
ve eosin boyalar ile boyanmistir. Oo, oogonia. Ol¢ek cubugu=60 pm.
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4.3. Oogoniyal Kok Hiicre Yogunlugu

Bu calismada 2+, 3 aylik disi S trutta macrostigma bireylerinden elde edilen
gonadlaridaki kok hiicre yogunlugu 5.4*10° £2.6*10° cells/cm? olarak hesaplanmistir.
Bu bize daha erken donemlerde daha yiiksek kok hiicre yogunluguyla karsilasildigin
gostermektedir. Boylelikle daha fazla ekim yapabilerek daha fazla transplantasyon
islemi gergeklesebilecektir.

Yoshizaki ve ark. (2010) yaptigi 11-12 aylik erkek gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) gonadlarindaki kok hiicre sayimdan elde ettikleri kok hiicre
ekim yogunlugu 0.6-1*10* olarak bildirilmistir.

Takeuchi ve ark. (2009) Nibea mitsukurii (Perciformes, Sciaenidae) tizerine
yaptiklari ¢alismada yogunluk yaklasik olarak 10 milyon /0.4ml olarak bildirilmistir.

Shikina ve ark. (2013) yaptig1 calismada 11-12 aylik erkek gok kusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) testislerinden elde ettikleri hiicre ekim yogunlugu 0.6-1*10*
cm? olarak bildirilmistir.

Yazawa ve ark. (2013) pasifik mavi yiizgecli ton baligi (Thunnus orientalis)
tizerine yaptiklar1 ¢alismada Takeuchi ve ark.(2009) kullandig1 yontemle elde ettikleri
hiicre yogunlugu 5*10° hiicre /ml olarak bildirmislerdir.

Hayashi ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada 10 — 15 aylik transgenik gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullamlmis ve hiicre yogunlugu 1*10° /ml olarak
bildirilmistir.

Nakajima ve ark. (2014)’ nin yaptiklari caligmada elde ettikleri hiicre

siispansiyonda 2*10% adet hiicre igerdigi bildirilmistir.
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4.4. Oogoniyal Kok Hiicre Hacmi

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda yaptigimiz hesaplamalar sonucu oogonial
kok hiicre hacmini 13.5 ml olarak hesaplanmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda oogoniyal

kok hiicre hacmi ile ilgili detayli bir bilgi ile karsilagilmamastir.
4.5. Oogoniyal Kok Hiicre izolasyonu

Oogoniyal kok hiicre izolasyonunda oogoniyal kok hiicre oldugunu
diisiindiigiimiiz olduk¢a az sayida hiicre goriilmistir (Sekil 4.3 ve 4.4). Sekilde
oogoniyal kok hiicrenin genetik materyalini tagiyan hiicre ¢ekirdegi oldukca canli, hiicre
hattinin belirgin oldugu saptanmistir (Sekil 4.3 ve 4.4). Hiicre c¢ekirdegi c¢evresindeki
sitoplazma ise tripan mavisi ile boyanmamis ancak kirli beyaz renk olarak
kaydedilmistir. Caligma sirasinda kullanilan %0.25°1ik tripsin ile daha fazla miktarda
canli hiicre kaydedilmis, %0.05°lik tripsin ile ayristirmada ise daha az sayida hiicre
goriilmiistiir. %0.05°lik tripsin ile ayrisma yeterince iyi yapilamamistir. izolasyon
asamasindaki sekil 4.4 ve 4.5’de gosterilmistir.

Bu calismada yaslar1 2-3 aylik disi baliklardan elde edilen ovaryumlar HBSS
(1,0ng/mINaHCO3, 100tnite/ml penisilin, 100pug/ml streptomisin, 100pug/ml centamisin
ve 100pg/ml fungizon igerir). Kullanilan karigimin pH 7.65 olarak hazirlanmis olup
hiicrelerin ayristirilmasinda %0.25°1lik tripsin EDTA  ¢ozeltisi ve 9%0.05°1ik tripsin-
EDTA ile saglanmis olup 40pum‘luk hiicre filtresi ile siizme islemi gerceklestirilmistir.
Hiicrelerden 6rnek alinarak tripan mavisiyle boyanmis canli ve 6lii hiicre sayimlari
yapilmistir ve Tablo 4.1 ‘de veriler gosterilmistir.

Yoshizaki ve ark. (2010) yaptig1 ¢calismada testisler 1 ° C'de 2 saat boyunca 1 mM
Ca2 + ve % 5 sigir fetiisii serumu ihtiva eden PBS igerisinde 0.43 birim/ml tripsin
kullanilarak ayristirilmigtir. Ayrisan testis hiicreleri, 25 mM HEPES, antibiyotikler (50
mg / ml amfisilin, 50 U / ml penisilin) ile takviye edilmis Leibovitz'in L-15 ortam1 (pH
7.8) ile ii¢ kez yikanmistir ve enzim aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in% 10 FBS
eklenmistir. Elde edilen hiicre karisimini siizmek i¢in 42 mikron hiicre filtresi
kullanilmigtir. Okutsu ve ark (2015) yaptiklar izolasyonda ise izole edilen testisler
kiyilip ve inkiibe edilmistir PBS i¢inde 1 ml1% 0.5 tripsin ile (pH 8.2) 20 ° C'de 2 saat%
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5 FBS ve 1 mM Ca2 ihtiva eder. Sirasinda Inkiibasyon, nazik pipetleme fiziksel olarak
dagilmig Testisin bozulmamis boliimleri. Nihai hiicre Siispansiyon, 40um‘luk hiicre
filtresi ile siizme islemi gerceklestirilmistir.

Shikina ve ark. (2013) yaptig1 ¢calismada 11-12 aylik (TL:13.9+1.4 cm ve TW:
42.4+11.5 g ) transgenik erkek gok kusagi alabaliklarindan elde ettikleri testisler %43
U/ml tripsin , eden ImM Ca %S5 fetal bovin serum ihtiva eden PBS igerisinde 10° C 2
saat inkube edilmis ve her yarim saate bir pipet vasitasi ile nazikge fiziksel ayrisma
saglanmistir. Santrifiij sonrasi enzimatik etkiyi eleminize etmek i¢cin 50 U/ml amfisilin,
50 U/ml penisilin , 50 ug/ml streptomisin 25mM/ml HEPES ihtiva eden L-15 ile 3 kere
yikanmistir. Yikanan hiicreler 42 pm’lik hiicre filtresinden gegirilmistir.

Farlora ve ark. (2013) nil tilapyas1 ( Oreochromis niloticus)iizerine yaptigi
calisgmada 5-12 aylik transgenik erkek nil tilapyalarindan elde edilen testisler
kullanilmistir. izole edilen testisler minik parcalara ayrildiktan sonra %0.5 tripsin ile pH
8.2 olan PBS (%5 fetal bovin serumu, %0.05 DNase igeren ) igerisinde 3 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir, Inkiibasyon siiresince nazikce pipetle ayristirma saglanmistir.
Elde edilen hiicre siispansiyonu 42um hiicre filtresinden gegirilerek ayrisma saglamayan
hiicreler uzaklastirilmistir ardindan L-15 ile yeniden askiya alinmistir.

Nakajima ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada g6k kusagi alabaligina ait immature
testisler kullanilmistir. Testisler minik pargalar haline getirildikten sonra 1ml %0.5
tripsin  PBS (pH 8.2) %5 fetal bovin serum, ImM CaCl, , 15U/ml DNase ile birlikte
10° C’de 2 saat inkiibasyona alinmig ve siire¢ boyunca nazik pipet hareketleriyle fiziksel
diseksiyon saglanmistir. Daha sonra enzimatik etkiyi eleminize etmek igin iki kez L-15
(pH7,8)%10 fetal bovin serum, 2mM HEPES, 50 mg/ml streptomisin ,50 mg/ml
amfisilin ve 50 U/ml penisilin ile durulanmigtir. Durulanan hiicreler 42pm hiicre
filtresinden gegirilerek biiylik ve ayrilmamig hiicrelerden arindirilmistir.

Takeuchi ve ark. (2009) Nibea mitsukurii (Perciformes, Sciaenidae) iizerine
yaptiklar1 ¢alismada 3,6 ve 16 aylik erkek bireyler kullanilmistir. Izole edilen testisler
minik pargalara ayrildiktan sonra 1ml %0.25 tripsin ile L-15 (%5 fetal bovin serum ve
%0.05 DNazl igerir) icerisinde 25° C ‘de 3 saat inkiibasyona birakilmistir ve
inkiibasyon siiresince nazik pipetleme yapilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu 42

um’lik hiicre filtresi kullanilarak ayrismamis hiicrelerden arindirilmistir.
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Yazawa ve ark. (2013) pasifik mavi yiizgegli ton baligi (Thunnus orientalis)
iizerine yaptiklart ¢alismada 0-1 yasinda yaklasik 4 kg agirliginda, 1yasinda yaklagik 10
kg agirhiginda ve 3 yasinda yaklasik 40 kg agirliginda ki erkek bireyler kullanilmistir.
Izolasyonu Takeuchi ve ark. (2009)‘larinin agikladiklari sistemle yapmislardir.

Tablo 4.2.00gonial Kok Hiicre Hesaplamalart

Ortalarpa Ortalama Olii Topla[n Hiicre Toplam Canli

Cinsivet Canli Hiicre Hiicre Savisi Canli Hiicre Yosunlus Hiicre Savisi
y Sayisi iere Sayist g0 0 ogunlugu iicre Say1s

D 34,625 7 83 6,925*10° 3,463*10°

D 11,875 2,75 81 2,375*10° 1,188*10°

D 19,125 3,75 83 3,825*%10° 1,912*108

D 16 3,375 82 3,200%10° 1,600*10°

D 44,25 9,625 82 8,850%10° 4,425%10°

D 36,25 7 83 7,250*10° 3,625*10°

Sekil 4.4. izolasyon Asamasindaki Oogoniyal kok hiicreler.
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Sekil 4.5. Toma Laminda Canli ve Olii Oogoniyal K&k Hiicrelerin Sayimi

4.6. Oogoniyal Kok Hiicre Kiiltiirii

Tezde yikanan hiicre siispansiyonundan 20ul alinarak her bir kiiltiir kabina
transfer edilip ve 60pl kiiltiir vasat1 ( Leibovitz’s L-15) eklenmistir. Inkiibator (11°¢ ve
nem saglayan saf su ve iginde bakir levha) COzsiz CO2 li inkiibatorde (18°¢c- 24°¢ %5
CO2 ve nem saglayan saf su i¢inde bakir levha) inkiibe edilmistir. Hiicreler her giin,
mikroskop altinda kontrol edilerek giinliik incelmeler yapilmis ve goriintiiler alinmustir.
Bu caligmada kullanilan sicaklik derecesi diger yapilan caligmalar ile kiyaslandig
zaman birka¢ derece daha yiiksektir. Aradaki sicaklik farkliligi hiicrelerin yagamini
negatif etkilememistir. Sekil 4.6’da oogoniyal kok hiicre kiiltiiriiniin ilk giiniinde olan
hiicreler goriilmektedir. Sayilarinda hafif bir artis gozlenmektedir. Sekil 4.7°de sayilar
artmis olan hiicreler goriilmektedir. Oogoniyal kok hiicreler ile birlikte tanimlanamamig
olan hiicrelerde mevcuttur. Sekil 4.8’de boliinme asamasinda olan hiicreler ile birlikte
muhtemel bakteri kontaminasyonu kaydedilmistir. Sekil 4.9 ise kiiltiiriin 5. Giiniinde

koloni olusturmus hiicreler saptanmastir.
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Shikina ve ark. (2013) yaptiklart calismada erkek gok kusagi alabaligindan elde
ettikleri kok hiicreleri 25mM HEPES, 20 pg/ml olacak sekilde L-aspartic, L-proline, L-
cyctine, L- glutamic asit, 50 pM/ml 2-mercaptoethanol, 50 uM/ml askorbik asit ,0.5
bovin serum albiimin, %1°lik fetal bovin serum ,%0.25 salmonoid serum,1ng/ml temel
insan fibroblast bliylime faktorii, trout embriyonik eksrakti, 50pg/ml amfisilin, 50U/ml
penisilin, 50pg/ml streptomisin igeren L-15 medium sivisinda %0.1 jelatin kapli 6
bolmeli hiicre kabi icerisinde 10 © C'de 5 giin boyunca kiiltiire alinmustir.

Hayashi ve ark. (2014) yaptiklari c¢alismada transgenik gok kusagi
alabaliklarindan elde ettikleri kok hiicreleri, Shikina ve ark. ‘nin tanimladiklar1 yontem
biraz modifiye edilerek kullanilmistir. 1.3*10* / ml k&k hiicre yogunlugunda olan hiicre
siispansiyonu 25 mM HEPES ve antibiyotik iceren L-15 ortaminda 96 bolmeli hiicre
kabi kullanilarak 3 giin yapilmistir.

Sekil 4.6. Oogoniyal Kok Hiicre Kiiltiirii 1.'inci giin
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Sekil 4.8. Kok Hiicrelerin Boliinmeleri
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Sekil 4.9. Oogoniyal Kok Hiicre Kolonisi
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5. SONUC ve ONERILER

S. trutta macrostigma tiiriinde en yiiksek miktarda germ hiicrelerinin bulundugu
diger bir ifade ile optimum oogoniyal kok hiicre izolasyonunun yapilacagi, ortalama
yaslar 2,5+3aylik, ortalama boy ve agirliklar sirasiyla, 14,65+1,66¢cm, boy 28,22+7,79¢g
olan bireylerdir ve bu tez oogonyal kok hiicre izolasyon ve kiiltiirii i¢in 2,5+ aylik olan
ortalama 14,65+1,66cm boyunda ve 28,22+7,79g, agirliginda olan Dbireylerin
kullanilmasini 6nerilmektedir.

Hiicrelerin izolasyonu sonucunda, oogoniyal kok hiicre yogunlugu 5,4*10°
+2,6*10° hiicre/ml olarak, oogoniyal kok hiicre hacmi ise 13,5 ml olarak hesaplanmustir.
Tezde, S. trutta macrostigma igin tasiyici anag teknolojisinde ve hiicre gen transfer
sistemlerinde kullanilabilecek hiicre hatti gelistirilmistir. Oogoniyal kok hiicre kiiltiirt
sonucunda transplanyonda kullanilacak hiicre miktar1 2,7%10% + 1,3*10° olarak
Onerilmistir.

S. trutta macrostigma da oogoniyal kok hiicrelerin %0.25’lik enzimatik tripsin
iceren 12ml’lik HBSS ile izole edilmesi, bu tiir lizerinde ileride yapilacak olan
biyoteknolojik ¢alismalar i¢in, olduk¢a kolay bir yontem olarak onerilmistir. Tripsinin
ayristirict enzim olarak etkinligi tlirsel bazda arastirilmali ve her bir balik tiirii i¢in
optimum degerleri bulunmalidir. Baliklar ayni familya ya ait olsalar bile her bir tiiriin ve
hatta her bir baligin bagisiklik sistemi birbirinden farklilik arz ettiginden dolayi,
oogoniyal kok hiicre izolasyonu i¢in optimum tripsin degeri mutlaka bulunmalidir.
Calismadaki veriler biyomiihendislik 6rnegin oogoniyal kok hiicre transplantasyonunda
kullanilarak zamandan ve ekonomik anlamda bir kuluckahanede kullanilan alandan
onemli Olciide tasarruf saglanabilir. Biyomiihendisiligin bir diger alan1 olan
biyoyazicilar araciligi ile li¢ boyutlu hayvan gonadi ve daha sonra da ii¢ boyutlu insan
dokusu modelleri gelistirilebilir. Ug¢ boyutlu biyoyazici icin dncelikle oogoniyal kok
hiicrelerin izolasyonunun ve kiiltiiriiniin yapilmis olmasi elzemdir.

Bu calismada gelistirilen izolasyon ve kiiltiir yontemi biyoteknoloji alaninda,
ornegin, S. trutta macrostigma gametlerin saklanmasi ve korunmasinda ve monosex
popiilasyonlar elde etmede etkin olarak kullanilabilecegi Onerilmistir. S. trutta

macrostigma nin iilkemizde yasama alani her gecen giin daraldigi i¢in, neslinin
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korunmasi  gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Yumurtalarin  Kriyoprezervasyon ile
saklanmasinin gii¢liigiinden dolayr oogoniyal kok hiicrelerin kriyoprezervasyon ile
saklanmas1 baska bir¢ok balik tiirii i¢in bir ¢ok bilim insani tarafindan Onerilmistir. S.
trutta macrostigma da bunu basarmak igin bu tezde Onerilen oogoniyal kok hiicre
izolasyon ve kiiltiir yontemi kullanilmalidir.

S. trutta macrostigma disileri erkekler den Onemli Olgiide daha iyi biiylime
performansi gosterdiginden dolayr %100 disi popiilasyonlar elde etmek, yetistiricilikte
tercih edilmektedir.

Xx kromozomu tasiyan oogoniyal kok hiicreler S. trutta macrostigma’dan izole
edilerek alic1 erkegin gonadlarina transfer edilerek, alici erkegin gonadlarinda sperm
tiretilerek alic1 erkegin spermi ile iiretilen F1 jenerasyonu ve S. trutta macrostigma (xx)
dan elde edilen xx kromozomu tasiyan yumurtalarin tamaminin xx kromozomlarina
sahip disi olarak tiretilebilir. Tamamu disi olan S .trutta macrostigma bireyleri tiretmek
icin bu tezde standardize edilen oogoniyal kok hiicre izolasyon ve kiiltiir yontemi

kullanilmalidir.
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