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OZET

TAVUK VE BILDIRCIN EMBRiIYOLARINDA SIALYL LEWIS-X
VARLIGININ KARSILASTIRILMALI ARASTIRILMASI

Betiil, Senlikci
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Yoneticisi: Yard. Dog. Dr. Nedim KARAGENC
Yardimci1 Danisman: Dog. Dr. Levent KARAGENC

Temmuz 2012, 52 sayfa

Primitif cinsiyet hiicreleri esey hiicrelerini olusturmak iizere embriyonel gonad
dokularina go¢ ederler. Bu go¢ mekanizmasi kanath tiirleri ve memeli tiirleri
arasinda farkhhk gosterir. Kanath tiirlerinde primitif cinsiyet hiicrelerinin gocii
kan damarlan aracihigi ile olurken memelilerde dokular arasindan goc ile olur.
Primitif cinsiyet hiicre gociinde rol oynayan molekiillerin islevleri ve yerlesimleri
hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bu calismamin amaci; daha onceden tavuk “Bursa fabricius” da ekspresse
edildigi bilinen fakat bildircinda ekspreseyonu bilinmeyen sialyl Lewis-X (sLe-X)
molekiiliiniin bildircin embriyolarinda ekspresse edilip edilmedigini arastirmaktir.
Selektinler tarafindan tammman sialyl Lewis-X molekiilii, kanath tiirlerinde primitif
cinsiyet hiicrelerinin damar duvari disina ¢citkmasinda rol oynar ve primitif cinsiyet
hiicrelerinin go¢ mekanizmasinin anlasilabilmesi icin 6nemlidir.

Bildircin  embriyolarinda  sialyl Lewis-X  molekiiliiniin  ekspresyonu
immunohistokimyasal analiz ile ¢ahisildi. Boyama icin sialyl epitopunu taniyan
sialyl Lewis-X antikoru kullanild.

Bildircin embriyolarinda yaptigimiz ¢alismada primitif cinsiyet hiicre gocii
boyunca sialyl Lewis-X’in ekspresse olmadig: gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Primitif cinsiyet hiicreleri, sialyl Lewis-X, Immunohistokimyasal
analiz, Bursa fabricius



ABSTRACT

COMPARATIVE INVESTIGATION OF PRESENCE OF SIALYL LEWIS-X IN
CHICK AND QUAIL EMBRYOS

Betiil, Senlikci
M. Sc. Thesis in Department of Medical Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Nedim KARAGENC
Assist. Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Levent KARAGENC

July 2012, 52 pages

Primordial germ cells migrate to embryonal gonadal tissues to compose germ
cells. The migrating mechanisms are different between mammalian species and
avian species. While primordial germ cells in avian species migrate via blood
vassels, in mammalia migration occurs between tissues. There is not enough
information about location and function of molecules which may play a role in
primordial cell migration.

The aim of this study is to search if sialyl Lewis-X molecule is expressed in quail
embryos which is found to be expressed in chicken primordial cell migration. sialyl
Lewis-X molecule which is recognized by selectines plays a role for extracting
primordial germ cells to outside of vassel barrier in avian species and it’s
expression is important for understanding the migration mechanisms of
primordial germ cells.

The expression of sialyl Lewis-X in quail embryos was studied by
immunohistochemistry. Sialyl epitope recognizing antibodys were used to stain
sialyl Lewis-X.

We have shown that sialyl Lewis-X expression does not occur during primordial
germ cell migration in quail embryos, further studies will be required.

Key words: Primordial germ cells, sialyl Lewis-X, Immunohistological analysis, Bursa
fabricius
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1. GIRIS

Primitif cinsiyet hiicreleri, embriyonel donemde esey hiicrelerini olusturmak {izere
farklilagmis olan ve erigkin dénemde disilerde yumurta hiicresini, erkeklerde ise sperm
hiicrelerini olusturacak olan embriyonal hiicrelerdir. Primitif cinsiyet hiicreleri biitiin
omurgali hayvanlarda oldugu gibi kanatli hayvan tiirlerinde de gonad dokusundan ayri
bir yerde ortaya ¢ikarlar. Olusan bireyin fertil olabilmesi, primitif cinsiyet hiicrelerinin
ileride disilerde ovaryumu, erkeklerde ise testis dokusunu olusturacak olan embriyonel
gonad dokularina gdog¢ etmesini gerektirmektedir. Aktif hiicre gogiinii gerektiren bu
siirecte, kanatli ve memeli hayvan tiirleri arasinda ¢ok Onemli farkliliklar bulunur.
Memeli hayvan tiirlerinde primitif cinsiyet hiicrelerinin gocii dokular arasindan
gerceklesirken kanatli hayvan tiirlerinde primitif cinsiyet hiicrelerinin gé¢ii kan dolagimi
yolu ile gergeklesmektedir. Primitif cinsiyet hiicrelerinin damar duvarini asarak gonadal
dokulara yerlesmesinde embriyonel gonadal dokular tarafindan salgilanan c¢esitli
kimyasal maddelerin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Yine bu siire¢ icerisinde primitif
cinsiyet hiicre membran yilizeyinde bulunan ¢esitli molekiillerin islevleri
bilinmemektedir. Bu c¢alismanin amaci, kanatli embriyolarinda primitif cinsiyet
hiicrelerinin sialyl Lewis-X ( sLe-X) molekiiliinii tasiyip tasimadiklarini incelemektir.
sLe-X, immiin sisteme ait pek c¢ok hiicrenin yiizeyinde glikoprotein ve glikolipitlere
bagli olarak bulunan glikanlarin son halkasini olusturmaktadir. sLe-X selektinler
tarafindan taninarak primitif cinsiyet hiicrelerinin damar duvari disina ¢ikmasinda rol

oynamaktadirlar.



2. KURAMRSAL BILGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1. Kanath Yumurtasi ve Sekillenmesi

Tavuk embriyo gelisimi ile ilgili ayrintilar The Atlas of Chick Development (Bellairs

and Osmond) adli kitapta verilmistir. Buna gore;

Kus yumurtalari, embriyonun sekillenmesi icin kabuklarindaki kiigiikk porlar
araciligiyla hammaddelerin girigine izin verir. Yumurta saris1 yaklasik 2-3 cm ¢apinda
ve vitellin membran denilen ince seffaf bir membranla kusatilmigtir. Yumurta sarisinin

temel bilesenleri lipidler ve proteinlerdir.

2.1.1. Tavuklarda ovulasyon dongiisii

Gonadotropinlerden kompleks hormonal kontrol altindaki islem anterior hipofiz bezi
tarafindan dretilir. Tavuklarda ovulasyonu indiikleyen hormon (OIH) hipofiz tarafindan
salgilanir ve yeterince olgun folikiil varsa yaklasik 4-8 saat arasinda yumurtlayarak

OIH’ye karsilik verir.

2.1.2. Vitellin membran

Vitellin membran, tavuk yumurtasinin yumurta sarisint orten seffaf bir zardir ve
yumurta sarisini albiimenden ayirir. Glikoprotein bakimindan zengin ovaryuma dayanan
bir i¢ tabaka ve yumurta kanalinda salgilanan dis tabaka olmak iizere iki ana tabakadan
olusur. Dis tabakanin baslica bilesenleri; ovomucin, lizozim ve vitelliis membran dis
proteinleri 1 ve Il dir. Ovomucin, dis tabakanin lifsi yapisinm1 olusturur. Lizozim,
ovomucin ile gii¢ ve desteklik icin elektrostatik kompleks olusturur. I¢ tabakanim baslica
bilesenleri; membran glikoproteinleri I, II ve III tiir. Glikoprotein II nin i¢ tabakanin

biitiinltigii ile ilgili oldugu diisiiniiliir.



Inkiibasyonun ilk haftasi boyunca albiimin evaporasyonla sagladigindan daha fazla
su kaybeder ayn1 zamanda yumurta saris1 daha fazla suya ihtiya¢ duyar. Bu yilizden
suyun vitellin  membrandan yumurta sarismma direk gectigi farzedilmistir ve
inkiibasyonun ilk haftas1 boyunca vitellin membrana 16 g sivi gegisi oldugu
hesaplanmistir (Romanoff ve Romanoff 1949). Tavuk blastodermi kiiltiirde biiytidiigii
zaman s1vinin membran boyunca gegtigi ve embriyonun ventral bdliimiinde toplandigi
gortliir. Eger yikanmig vitellin membran diyaliz membran gibi kullanilirsa yumurtadan

elde edilen suda ¢oziinebilir proteinler membran boyunca gegebilir (Jordanov vd 1966).

Yapilan bir calismada kulugkaya yatan Japon tavuklarina tritiye tirozin enjekte
ederek isaretlemistir ve yumurtalarin1 toplamistir. Kendi vitellin membraninda olan
radyoaktif olmayan yumurta sarilar1 enjekte edilmemis kulugkaya yatan tavuklardan
elde edilmistir. Isaretlenmis albiimin ve isaretlenmemis yumurta saris1 isaretlenmemis
yumurta kabugunda bir araya getirilmistir ve inkiibe edilmistir. Otoradyograflar
inkiibasyonun ilk iki gilinlinde albliminin vitellin membran boyunca penetre oldugunu ve
blastodermin dis kismina biriktigini gostermistir. Albliminden yumurta sarisina vitellin
membran boyunca sodyum transportunun embriyonun ektoderminden kontrol

edilebilecegi goriilmistiir (Callebaut 1987).

2.2. Fertilizasyon ve Kulugcka Oncesi

Her ne kadar embriyo gelisiminin yumurtlamadan sonra bagladigi diisiiniilse de
yumurtlamadan once fertilizasyon disinda embriyo gelisimine yonelik pek ¢cok dnemli

olay gergeklesir.

Kanatli spermlerinin yapist diger omurgal tiirleriyle benzerlik gosterir. Niikleus ve
akrozom igeren bir bas yapisi, ortada mitokondria ve uzun bir flagellum bulunur. Evcil
kuslarda niikleus ¢ok uzundur ve incedir, bas kismi pek ¢ok omurgali sperminin
karakteristik ozelliginde oldugu gibi uzar (Sekil 2.1). Bu tip sperm otiicii olmayan
kuslara 6zgiidiir ve ince yapisindan dolayr fusiform veya vermiform olarak tanimlanir
(Bellairs ve Osmond 2005). Kus spermi memelilerin aksine kendi fertilizasyon
kabiliyetlerine sahiptirler ve memelilerle bulunan bezlere sahip olmamalarina ragmen

semen tavugun genital bolgesine direk gecer (Wishart ve Harrocks 2000). Fertilizasyon,



ovulasyondan kisa bir siire sonra oviductun i¢ kisminda (infundibulumda) meydana

gelir (Petitte vd 1997).

a

Acrosome Acrosome
Plasma
membrane

Nucleus

Outer acrosomal
membrane

Inner acrosomal
membrane

Mid-piece

Flagellum

Perforatorium

Undulating

Double nuclear
membrane

envelope

Nucleus

Sekil 2.1 Evcil kus sperminin morfolojisi a) spermatozoan b) akrozomal bolge (Wishart ve Harrocks
2000)

Tamami degil bir kismi gb¢ ettikten sonra sperm, uterus ve vajinanin baglanti
bolgesinde konumlanmis olan sperm depolama tiibiillerine transfer edilir. Hangi
spermin tasiacagl ya da hangisinin taginmayacagini hangi faktorlerin belirledigi agik
degildir. Infundibulumun iist ucunda ilave sperm depolama tiibiilleri vardir. Bu tiibiiller
histolojik olarak bakildiginda salgi yapiyor gibi goriinmezler ve muhtemelen sadece
reseptakulum olarak gorev goriir. Sperm, tiibiin epitelyumuna basi ile uygun bigimde
sirayla dizilir ve kuyruklari limende asili durur. Bir tiibiilde en fazla 100 sperm
depolanabilir (Bakst vd 1994). Sperm depolama tiibiillerinin temel 6nemi; eszamanli
ciftlesme ihtiyact olmadan kulugkadaki yumurtalarin fertilizasyonuna olanak
saglamasidir. Vitellin membranin dis kism1 dosendikten ve sperm girisi engellenmeden
once ovulasyondan sonra kisa bir siirede (yaklasik 15 dak.) fertilizasyonun hemen
gergeklesmesi onemlidir (Wishart ve Harrocks 2000). Tiiplerdeyken sperm muhtemelen
metabolik olarak inaktif duruma geger. Tiibtiler sividaki Ca*? konsantrasyonu goriiniise
gore sperm motilitesini inhibe eder, bu inhibisyon ayrilmaya bagli olarak aktive edilir
(Holm vd 2000). Spermin siirekli olarak ve oviductta herhangi bir olaym sonucuna bagh
olmaksizin salindig1 goriiliir. Yumurta infundibuluma girdigi zaman pek ¢ok sperm hizl
bir sekilde vitellin membranin i¢ kisminin ylizeyi ile baglanti kurar ve membran
boyunca akrozomdan salinan hidrolitik enzimli yapilar arasinda uzanan granuler

materyali ¢ozerek gecer (Wishart ve Harrocks 2000).



I¢ kistma penetre olunmast ile her sperm ilk dnce iizerindeki karbonhidrat tabanli
oldugu bilinen reseptore baglanir (Robertson vd 2000). Bu siirede akrozom
membraninin bozulmasinin terminal N-asetil glukozamin kalintili N—bagl1 oligosakkarit
tarafindan indiiklendigine dair kanmtlar bulunmustur (Harrocks vd 2000). Bunun
akrozom c¢evresindeki membran riiptiiriinii tetikledigi goriiliir ve spermin membrandan
direk gecgebilmesi icin vitellin membranin i¢ kismindaki kiigiik alan1 kesmeye yarayan

hidrolitik enzimlerin salinmasiyla sonuglanir (Bellairs ve Osmond 2005).

Genis yolklu yumurtalarin problemlerinden bir tanesi spermin niikleusu nasil
buldugu ve disi niikleus ile nasil birlestigidir. Baz1 kii¢iik yolklu yumurtalarda birden
fazla spermin girisini dnlemek i¢in mekanizmalar bulunur, fakat kanatlilarda sperm pek
¢ok yumurtaya girer. Bununla birlikte sadece bir tanesi basarili olarak doller, erkek ve
disi haploid niikleus ovulasyondan 3 saat sonra diploid kromozom sayili zigot
olusturmak icin birlesirler (Waddington vd 1998). ilk mitotik boliinme yaklasik 1 saat

sonra olur. (Wishart ve Harrocks, 2000).

Eyal-Giyaldi ve Kochav 1976 (EG-K) tavuk embriyosunun gelisim asamalarini
calismistir ve embriyolarda islevsel bilateral simetri ile radial simetri yapilar1 gibi
onemli morfolojik degisiklikleri tanimlamislardir. Bu sistem, tavuk ve bildircin
embriyolart i¢in yararli olmustur (Petitte vd 1997). Ancak kanathilardan tavuk ve
bildircina gore hindinin erken gelisiminin daha farkli oldugu bulunmustur (Gupta ve
Bakst 1993).

Erken safhalar boyunca kanatli embriyosu blastoderm olarak bilinen diiz bir diske
sahiptir. Ust taraftaki hiicreler vitellin membran altina uzanarak dorsal kismu
olustururken alt yilizey yolka baglhidir ve ventral kismi olusturur, ventral kisim asidik
dorsal kisim baziktir. Bu yiizden blastodermdeki iki bolge arasindaki farkliliklar dorso —

ventral polarite olusumunda 6nemli rol oynar (Stern ve Canning 1988).

2.2.1. Primitif ¢cizgi olusumu 6ncesi safhalar

Primitif ¢izgi olusumu Oncesi safhalar I-XIV (EG-K) (Tablo 2.1) arasi Romen
rakamlart ile gosterilmistir ve HH (Hamburger ve Hamilton 1951) (Tablo 2.2)

siiflandirma sisteminden ayirt edilmistir. I — VI sathalar; subgerminal bosluk ile



yumurta sarisindan ayrilmig 6 hiicreli embriyo formuna kadar ardi ardina boliinmelerle
karakterizedir. VII-X safhalar; subgerminal boslugun dogrudan {izerini kaplayan
blastodermin merkezi bolgesinin incelmesi ile meydana gelen area pellucida
sekillenmesi gibi belli morfogenetik olaylar1 kapsar. Bu siirecin hiicre dokiilmesi ile
gerceklestigine inanilmaktadir ve ayrica yergekimi etkisine dogru kazanilan aksiyal
simetri ile de iliskili oldugu diisliniiliir. Epiblastin altinda bulunan hipoblastin
sekillenmesi sirasinda area pellucida’nin ¢ift katmanli hale gelmesi embriyoda bilateral
simetriyi agikca ortaya koymustur ( satha XI-XIII ) ve sonrasinda primitif ¢izgi gelisir (
safha 2-4 HH ). Safha XI de ventral yiizde ve hipoblastin sekillenmesinin ilk isareti olan
posterior marjinal zon’a komsu olarak Koller’s sickle olusur (Petitte vd 1997).
Sonrasinda epiblast, gelisen hipoblast i¢in dairesel, ag seklinde kalin bir hiicre haline
gelir (Watt vd 1993). Hipoblast epiblastin tizerini 6rterek primitif ¢izgi olusumundan
sorumludur (Eyal-Giladi vd 1994). Hipoblast sekillenmis olan safha XIII deki
embriyoda hipoblast ekstraembriyonik endoderme katkida bulunur. Primitif c¢izgi
sekillenmesi ve gastrulasyon baslangici ile hipoblast, yer degistirir ve endodermal

tabakada goriiniir (Petitte vd 1997).



Tablo 2.1 Eyal-Giladi ve Kogav skorlama sistemi ( 1975 )

Safha |

0-1 saat

Her bir yumurta vizkoz albiimen
ile ¢evrelenmistir ve kabuk

membrani yumusaktir.

Safha Il

2 saat

Germinal diskin geri kalan
kisimlarinda 14-16 kapali hiicre
meydana gelmistir. Boliinme izi

merkezde genigler.

Safha 111

3-4 saat

Merkezde 80-90 kapali

blastomerler bulunur

Safha IV

5 saat

Ust tabakada yaklasik 250-300
kapali  hiicre  bulunur.  Alt
tabakada hala goriilebilen 80-90

kapali hiicre vardir.

Safha V

8-9 saat

Hiicreler boncuk seklindedir ve
subgerminal bosluk

geniglemistir.

Safha VI

10-11 saat

Hiicreler  boncuk  sekillerini
kaybederek kiigiik ve yassi sekle
gelirler. Tiim sitoplazma

blastomer halinde yarilmistir.

Safha VII

12-14 saat

Ust tabakadaki hiicreler gitgide
kiigiiliir alt tabakada ise sadece
biiyiik hiicreler kalmigtir. Area
pellucidanin ilk izi bu

safhadadir.

Safha VI1II

15-17 saat

Area pellucida yayilmistir ve

area opaca sekillenir.

Safha IX

17-19 saat

Area pellucida ile area opaca
arasi sinir heniiz

belirlenmemistir.

Safha X

Area pellucida ve area opaca birbirinden ayrilmistir.

Safha XI

Koller’s sickle sekillenir.

Safha XII

Hipoblast sekillenmeye baslar.

Safha XIII

Hipoblast olusumunu tamamlar.

Safha X1V

A.pellucida ve A.opaca arasinda hiicresel bir koprii olusur.




Tablo 2.2 Hamburger-Hamilton skorlama sistemi ( 72 saat )

1HH Blastodermin yarisina kargilik embriyonik ortii
goriiliir.

2HH 6-7 saat
3HH 12-13 saat
4HH 18-19 saat
SHH 19-22 saat
6HH 23-25 saat
THH 23-26 saat
8HH 26-29 saat
9HH 29-33 saat
10HH 33-38 saat
11HH 40-45 saat
12HH 45-49 saat
13HH 48-52 saat
14HH 50-53 saat
15HH 50-55 saat
16HH 51-56 saat
17HH 52-64 saat
18HH 65-69 saat
19HH 68-72 saat
20HH 70-72 saat

2.2.2. Ooplazmik ayrilma

Inkiibasyon oncesi blastoderm pek ¢ok bolge igerir. inkiibe edilmemis bildircin
embriyosunun Pander’in niikleusu iizerinde uzanan ventral kismin diyagrami sekildeki
gibidir (Sekil 2.2). Koller’s sickle, posterior ugta hilal seklinde goriiliir ve bu ooplazmik
partikiiller ile paketlenmis, area opaca tarafindan biitiin olarak kusatilmistir. Marjinal
zon olarak adlandirilan bu bolge area opaca ve area pellucida arasinda uzanmuistir.

Endofil bolge, area pellucidanin merkezinde yerlesmistir.



(a) Anterior

Area pellucida

Area opaca

Lateral

; Lateral
marginal zone

marginal zone

Posterior marginal
zone

Koller's sickle

Posterior

Sekil 2.2 Inkiibe edilmemis tavuk yumurtasinin alt yiizeyi (Bellaris ve Osmond 2005)

Oositin gekillenmesi siiresince bildircin germinal diski ile iligkili 4 ooplazm ( a, B, ¥
ve 0 ) ayirtedilmistir. Bu islem siiresince 3 ve & ooplazmlar yer degistirir ve embriyonun
farkli bolgelerine dagilmis hale gelir, bu bolgeler gelisimde 6nemli rol oynar. a
ooplazm, diger ooplazmik bdlgelerden ¢ok erken ayrilir ve yumurtlamadan 6nce gozden
kaybolur. B ooplazm Koller’s sickle’r sekillendirir. Ustelik &, primordial germ
hiicrelerine ayrilir ve merkez bolgeye katkida bulunurken y ooplazm, area pellucidanin
merkezi i¢ine dogru birlesmistir. Bu iligski, ooplazmin 4 tipinin yeniden dagilimimna ve

antero—posterior eksenin kurulumuna sebep olur (Callebaut 1987).
2.3. Kulucka Sonras1 Erken Safhalar

Yumurtalarin inkiibasyon sicakligi, tavuklarin viicut sicakligindan (yaklasik 40 °C)
daha diisiiktiir ve normal olarak inkiibasyon sicakligi 37-38 °C dir. Embriyo gelisimi
yaklagik 25 °C de dnemli dl¢iide yavaslar ve inkiibasyon baslayana kadar durur (Bellairs
ve Osmond 2005).

Ik 24 saat igersinde meydana gelen morfolojik degisiklikler yolk yiizeyinden

embriyonun kesilmesi ile incelenir. En dikkat g¢ekici 6zellik saydam merkezi bolgesi
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olan area pellucida icersindeki kisimlardir ve area opaca oldukca opak, periferal halka
halindedir. Area opaca boyunca en {ist (epiblast) ve en altta olmak iizere 2 tabaka vardir

ve area pellucidanin posterior kismindadir (Sekil 2.3) (Bellairs ve Osmond 2005).

(b) Upper layer

(epiblast)

Posterior

Anterior

Hypoblast Endophyl
cell
Posterior
Area opaca marginal zone Area opaca
endoderm endoderm

Sekil 2.3 Area pellucida’nin anterior — posterior ekseni boyunca embriyodan kesit (Bellairs ve Osmond
2005)

Area opaca’nin opakligi, alt tabakadaki intraseliilar yolk damlaciklarinin sayisinin
fazla olmasindan kaynaklanir. Intraseliilar yolk damlaciklari area pellucida igerisinde de
bulunur ancak area opaca’ya gore daha kii¢iik ve daha az sayidadir ve bu yiizden area
pellucida daha seffaftir. Area pellucida ve area opaca birlikte ekstra-embriyonik doku

olusumuna neden olur (Bellairs ve Osmond 2005).

Inkiibasyonun yaklasik 10. saatinde (safha 2HH) area pellucida da primitif ¢izgi
gorliilmeye baslar. Primitif ¢izgi; list tabakada koyu, tiggenimsi gibi goriiliir, tepe kismi
area pellucidaya uzanir ve tabani area opaca ile smir olusturur. Inkiibasyonun yaklasik
18.saatine kadar (safha 4 HH) area pellucidanin bir ucundan bir ucuna uzayarak tam
uzunluguna ulasir ve en onemli bolgesi olan Hensen nodiilii; anterior ugta kabarik

seklinde goriilmeye baslar (Sekil 2.4) (Bellairs ve Osmond 2005).
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Sekil 2.4 inkiibasyonun 16.saatinde primitif ¢izginin anterior ucu ( bar : 500 um ) (Bellairs ve Osmond
2005)

Primitif ¢izginin olusumu ile ilgili iki kilit yap1 posterior marjinal zon ve Koller’s

sickle’ dir.

2.3.1. Posterior marjinal zon ve koller’s sickle

Marjinal zon; area opaca ve area pellucida arasinda uzanir. Area pellusida’nin
posterior ucunda oldukga genis, ¢cok katmanli bir yapidir ve anterior bdlgenin lateralinde
daha ince hale gelir. Koller’s sickle; posterior marjinal zonun anterior kenarinda hilal
sekilli bolgedir (Callebaut ve Von Neuten 1994). Posterior marjinal zon ve Koller’s

sickle primitif ¢izginin olusumunda 6nemli rol oynarlar (Sekil 2.5).

Koller’s sickle ve posterior marjinal zonun her ikisininde yiiksek hiicre

proliferasyonuna sahip oldugu bilinir (Zehavi vd 1998).
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Sekil 2.5 Koller’s sickle ve primitif ¢izginin olusumu (Skromne ve Stern 2001)

2.3.2. Alt tabaka

4 hiicre tipi alt tabakaya katki saglar. Area pellucida’nin tist kismindaki dagimik
hiicre kiimeleri 30-50 pum c¢apindaki epiplasti olusturur. Epiplast; endofil olarak
adlandirilan alt tabakada gelisiminin ilk gostergesidir (Sekil 2.6). Cok fazla olmasa bile

endofil hiicrelerinin primordial germ hiicrelerini olusturduklar: diistiniiliir (Stern 1990).

Primitive
streak

Hensen’s node

Epiblast

Blastocoel

Sekil 2.6 Tavuk embriyosu boyunca ¢apraz kesit (Eoi 2012)

Inkiibasyonun baslamasindan kisa bir siire sonra area pellucida’nin posterior ucunda

hipoblast olarak adlandirilan alt tabakanin ikinci bileseni olusur. Cogunlukla Koller’s
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sickle’dan gog ile sekillenir ve inkiibasyonun yaklasik 12 saatinde area pellucida altinda
uzanir. Endofil hiicrelerinin bazilar1 taginarak gevsek bir tabaka olustururlar. Sonug
olarak, “germinal crescent” bolgesinde lokalize hale gelirler. Hipoblast hiicrelerinin her
biri yaklasik 15-20 um c¢apindadir ve birbirlerine gevsek sekilde eklenir. Burada bazal
lamina ile iliskileri yoktur. Hipoblast hiicreleri doku kiiltiirinde hizlandirilmig
sinematografi ile ¢alisilmistir ve kolaylikla go¢ edip yerlestigi bulunmustur (Sanders vd
1978). 2. ve 3. safhalarda posterior hipoblast yer degistirerek alt tabakanin 3. bileseni
olan endoblast haline gelir. Endoblast; “sickle endoplast’> ve “junctional endoblast’’
olarak 2 tip hiicre grubu olusturur. Sickle endoblast, Koller’s sickle’in altinda uzanirken
“junctional endoblast” daha yanda sekillenir. Sickle endoblastin vitelliis kesesi
endoderminden olustugu ve kan damarlarinin olusumunu etkiledigi bulunmustur

(Callebaut vd 2001). Alt tabakanin sonuncu bileseni definitive endodermdir (Sekil 2.7).

Anterior
XI XII _ XIII

/ Endophyll cells

Endophyll
cells

Hypoblast

Hypoblast Posterior Kaller's sickle

3

Definitive
endoderm

Primitive streak

Junctional
endoblast

Sekil 2.7 Area pellucida’nin alt tabakasini olusturan dokularin iligkileri (Sanders 1978)
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2.3.3. Ust tabaka (epiblast)

Aktivitenin alt tabakada gergeklestigi bu donem boyunca embriyo yolk iizerinde

genisgler ve iist tabaka 4 hiicreden 8 hiicreli duruma gelerek kalinlasir (Sekil 2.8).

Sekil 2.8 Inkiibe edilmemis embriyonun area pellucidasinin lateral bolgesindeki epiblast hiicreleri
(Bellairs ve Osmond 2005)

2.3.4. Primitif ¢izgi

Primitif ¢izgi embriyo gelisiminde onemli bir rol oynar. Ilk olarak inkiibasyonun 6.—
7. saatlerinde (Safha 2HH) area pellucidanin posterior ucunda tiggenimsi, karanlik bir
gdlge seklinde goriiniir hale gelir. Inkiibasyonun 13. saatine kadar giderek genisler.
Primitif ¢izgi olarak adlandirilmasinin sebebi area pellucida’da uzanan koyu iki ¢izgi
halinde goriilmesidir. Bu koyuluk ¢ok sayida hiicrenin y1gilmasindan kaynaklidir (Sekil
2.9). Ilkel cizgi, gelecekte vertebral eksenlerin konumunu belirler. Primitif ¢izgi
posterior orta ¢izgide epiblast hiicre populasyonundan meydana gelir. Hizlandirilmisg
sinematograf caligsmalar1 gostermistir ki epiblast hiicreleri burada kiimelesir ve daha

sonra ileri dogru gog eder (Bellairs ve Osmond 2005).
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Sekil 2.9 Primitif ¢izginin yapist ve uzunlugu (Bellairs ve Osmond 2005)

2.4. Kanathlarda Genital Sistemin Embriyonik Gelisimi

Genital sistem ara mezodermden sekillenir. 3. glinde nefrojenik mezensim genisler
ve peritonal bosluk icersindeki viicut duvarindan sarkan bir ¢ift ¢izgi meydana gelir.
Ara mezodermde iirogenital cizgi ve genital cizgi gelisir. Bu g¢izgiler splanknik
mezodermden kaynaklanan periton ile ortiiliidiir. (Sekil 2.10). Embriyonun cinsiyetini
belirleyecek kromozomlarin kontroliine ragmen ovaryum ya da testis haline gelip
gelmeyeceklerini morfolojik ya da histolojik olarak belirlemek gonad gelisiminin erken
safhalarinda miimkiin degildir. Bu ylizden bu satha farklilagmamis satha olarak
adlandirilir. Yapilan arastirmalar farklilasmanin daha ¢ok hormonal aktiviteye bagimli
oldugunu géstermistir (Bellairs ve Osmond 2005). Ornegin; inkiibasyonun 3. giiniinde
13 giinliik erkek embriyolarinin testisleri disi embriyolarina implante edilirse disi
embriyolarinda testisler sekillenir (Stoll vd 1993) ve oestradiol ile erkek gonadlarinin

feminizasyonuna ve Muller kanalinda birikimine neden olur (Faucounau vd 1995).



16

Sekil 2.10 Genital bolge 1) dermatom 2) sklerotom 3) dorsal aorta 4) sol posterior ana damar 5) sol nefrik
kanal 6) sol embriyonik s6lom 7)néral tiip 8) notokord 9) sol nefrojenik ¢izgi 10) ekstraembriyonik
s6lom 11) sag omfalo mezenterik arter 12) embriyonik ektoderm 13) amniyon 14) amniyotik bosluk 15)
sol dorsal aort 16) sag dorsal aort 17) sol omfalo mezenterik arter (Bellairs ve Osmond 2005)

Kuslarda heterogametik cinsiyet (ZW) disiyken homogametik cinsiyet (ZZ) erkektir.
Memelilerde bu durum heterogametik cinsiyet (XY) erkek, homogametik cinsiyet (ZZ)

disi olmak tizere tersidir (Bellairs ve Osmond 2005).

3.5 gline kadar primitif cinsiyet hiicreleri kolonize olmaya baslar. Primitif cinsiyet
hiicreleri 10 pum ¢apla peritonal hiicrelerden morfolojik olarak ayirt edilebilir. Primitif
cinsiyet hiicreleri sag ve sol gonadlarin her ikisinde de bulunur ve 10 giin proliferasyona
ugrar. Proliferasyon asamasindan sonra gonadlarin bir tanesi korelir. Sag gonadin
korelme derecesi sol gonada gore daha yiiksektir (Ukeshima ve Fujimoto 1991).

Boylece sag ovaryum kulucgka siiresi boyunca kendini koreltir.
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Farklilasmamis gonadlarin iki farkli bileseni vardir. Bunlar; rete kordlar ve primer
cinsiyet kordlaridir. Rete kordlar, mezenkimal hiicreler arasinda 5. gilinde goriilen
epitelyum hiicrelerinin kat1 siitunlaridir ve gonadlarin anterior bolgesinde dallanan ag
seklindedir. Ge¢ sathada erkeklerde bulunur ve rete testis olusumu nedeniyle primer
cinsiyet kordlar1 ve modifiye edilmis Wolffian tiibiilleri arasinda baglantiy1 saglar.

Disilerde bu baglant1 bulunmaz (Bellairs ve Osmond 2005).

Primer cinsiyet kordlar1 5. giliniin sonuna dogru goriiliir. Erkeklerde seminal tiibiiller
icerisinde ve disilerde medullar kordlarda farklilasirlar. Mezenkimal stromay1 isgal eden
epitelyum hiicrelerinin proliferasyonu ile olusur ve gonadlara primordial germ
hiicrelerini tagirlar. Her iki cinsiyette sol gonad sag gonaddan daha biiyiiktiir ve daha
fazla primitif cinsiyet hiicresi igerir. Ostrojen reseptor mRNA 26. safhada disi ve
erkekler arasinda higbir morfolojik farklilasma meydana gelmeden hem erkek hem
disilerde mevcuttur (Andrews vd 1997). Gonadlarin cinsiyet farklilagsmasi basladiktan
sonra sadece disi ile sinirli olan Gstrojen sentezi i¢in onemli olan aromatoz geninin
ekspresyonu gerceklesir. Bu donemde sag ve sol gonadlar arasindaki morfolojik
farkliliklardan dolay1 sag ovaryumdan daha biiyiik olan sol ovaryumda aromatoz geni
ekspresyonunun oldugu goézlenmistir (Villalpando vd 2000). Aromatoz inhibitoriiniin
verilisi diside testis gelisimine neden olur. Aksine Ostrojenin verilisi genetik olarak
erkek embriyolarda ovo-testis olusumuna neden olur (Nakabayashi vd 1998). Erkeklerin
normal gelisimi anti—-Mullerian hormonun iiretimi ve genital c¢izgide Sox-9’un

ekspresyonu ile karakterize edilmistir (Bellairs ve Osmond 2005).

2.4.1. Eseysel farklilasma

2.4.1.1. Testis

7. gliniin sonunda rete kordlar1 hilum’a toplandiginda cinsiyet kordlar1 fazla miktarda
proliferasyona ugrar. Seminifer tiibiillerde farklilasan primer cinsiyet kordlari
dallanmaya, prolifere olmaya ve anastomoza devam eder fakat yaklasik 20. giine kadar
baska yere yonelmez. Primitif cinsiyet hiicreleri spermatogonia icerisinde yaklasik 13
giinde farklilasip ayrilmaya baglar. Sertoli hiicrelerinin germinal epitelden tiirevlendigi

diisiiniilmektedir. Rete kordlar1 kanalize olmaya basladiginda, spermlerin seminifer
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tiibiillerden mezonefroza gegebilmesi igin bir gegis saglar. Wolf kanali uzun olmayan
bir bosaltim kanalidir ve sonradan kloaka sperm tasiyan sperm kanali (vas deferens)

haline gelir (Bellairs ve Osmond 2005).

2.4.1.2. Ovaryum

Ergin kuslarda sadece sol ovaryum fonksiyoneldir. Farklilasmamis gonad, primer
cinsiyet kordlarinin genislemesine kadar olan yaklasik 7—8 giinde goriilebilir hale gelir.
Kordlarin ikinci takimi olan sekonder cinsiyet kordlar1 epitelyumdan sekillenir.
Sekonder cinsiyet kordlart korteks haline gelirken primer cinsiyet kordlari ovaryumun

medullas1 haline gelir (Bellairs ve Osmond 2005).

Primitif cinsiyet hiicreleri sekonder cinsiyet kordlarinda bulunur ve 7 giin boyunca
oogonia sekline farklilasir. Sag gonad sol ovaryum uzaklastirilmadik¢a gelisemez ve
korteks haline gelemez. Ovaryum ve testis olusumuna ragmen sol ovaryum yok edilirse

farklilasma gergeklesebilir (Bellairs ve Osmond 2005).

Testislerden farkli olarak mezonefroz ve ovaryum arasinda baglanti yoktur ve

erkeklerde rete testise tekabiil eden bolge disindaki bolgeler sonradan dejenere olur

(Bellairs ve Osmond 2005).

2.5. Kanath Primitif Cinsiyet Hiicrelerinin Gelisimi

Primitif cinsiyet hiicreleri yumurta ve spermatozoa onciilleridir. Primitif cinsiyet
hiicrelerinin kokeni i¢in omurgalilar uzun zaman calisma konusu olmusken son
zamanlarda kuyruklu ve kuyruksuz amphibilerde siklikla kullanilmistir. Tim
omurgalilarda primitif cinsiyet hiicreleri kokende ekstragonadaldir ancak ayrim sekilleri
diger omurgalilardan farklidir. Ornegin kuyruksuz amphibilerde germ hatti, belirleyici
elementler iceren hiicrelerden belirlenmistir. Memeliler ve kuyruklu amphibilerde
cinsiyet hiicreleri, pluripotent embriyonik hiicrelerden gelisimin sonraki safhalarinda
farkli zamanlarda olusur (Petitte vd 1997). Memelilerde primitif cinsiyet hiicrelerinin
epiblastik kokenli olduguna dair kanitlar bulunmustur. Erken memeli primitif cinsiyet
hiicrelerinin belirlenmesine dayali bilgi; farelerin presomit sathasinda primitif ¢izginin

kuyruk boélgesinde primitif cinsiyet hiicrelerinin belirlenmis olmasidir (Ginsburg ve
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Eyal-Giladi 1986). Kanatli primitif cinsiyet hiicrelerinin biyolojisi baglica tavukta
aragtirtlmistir ve primitif ¢izginin sekillenmesinden sonra (4HH) cinsiyet hiicrelerinin
gelisimine iliskin kii¢iik farkliliklar bulunmustur. Primitif cinsiyet hiicrelerinin varligi,
gonad gelisiminden 6nce “germinal crescent” olarak bilinen ekstraembriyonik bolgede

tanimlanmistir (Petitte vd 1997).

2.6. Primitif Cinsiyet Hiicreleri

Primitif cinsiyet hiicreleri gametlerin embriyonik onciilleridir ve gametlerin kdken
aldig1 gonadlarda esey hiicrelerini olusturan hiicrelerdir. Primitif cinsiyet hiicreleri,
gelisecek gonadlarin yerine olusturulur ve gocii sonucu ovaryum ve testisler gelisir.
Diger organlardan ya da gonadlardan 6nce embriyonun erken embriyo siiresince
farklilagirlar ve viicut boyunca germinal ¢izgiye dogru gbo¢ yoluyla gonad
sekillenmesini saglarlar (Bellairs ve Osmond 2005) (Sekil 2.11). Kanatli primitif
cinsiyet hiicreleri ve onlarin onciilleri area pellucida’nin merkezi bolgesinde lokalizedir
(Nakamura vd 2007). Bu hiicreler tavuk embriyosunda 11. (40-45 saat) ve 14. (50-53
saat) safhalar boyunca hipoblast igerisinde yer degistirirler (Karagenc vd 1996).

Primitif cinsiyet hiicreleri hayvanlarda eseyli tliremeden sorumludur ve bir
jenerasyondan digerine genetik bilgiyi iletirler. Gelisimsel karakterlerinden dolay:
kuslar biiyiik degere sahiptir. Bildircin; deneysel embriyoloji, iireme biyolojisi ve
biyoteknolojide gegerli bir modeldir. Bildircin ve tavuk arasindaki gelisimsel

benzerlikten dolay1 yeni biyoteknolojik gelismeler bildircin tizerinde de uygulanabilir.

Kanatl primitif cinsiyet hiicreleri, erken primitif ¢izgi boyunca ilk olarak “germinal
crescent” bolgesinde tanimlanmistir. Primitif cinsiyet hiicreleri kan damarlar1 ig¢inde
pasif goc¢ yaparken gonadal bolgeye gectiklerinde aktif goc yaparlar. Bu hiicreler kan
yoluyla 24-25 HH safhasinda farklilasmamis gonadlara ulasirlar. Bu yiizden, kanath
embriyolarinda primitif cinsiyet hiicrelerinin gelisimi; hiicre go¢iinii icermesinin yani
sira proliferasyon ve morfolojik farklilagsma gerektirir. Embriyonik gelisim esnasinda
primitif cinsiyet hiicrelerinin farklilagsmasi, hiicre yiizeyindeki makromolekiillerin
ekspresyonuna baglidir. Hiicre membraninin  glikoproteinleri  ve lipitlerinin
oligosakkarit zincirleri, hiicre baglantisi, hiicre adezyonu ve biiyiime kontrolii ile iliskili
olabilir. Bu yapilar, cogu biyolojik sistemde hiicre heterojenitesi ve fonksiyonel

ozellesmenin her ikisinde de marker olarak gorev yapar. Sitoplazma ve plazma
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membranindaki karbohidrat dagilimindaki degisiklikler embriyogenez ve farklilasma
stiresince hiicresel etkilesimlerin temel aracilar1 olarak rol oynarlar (Armengol vd
2007).

Isik mikroskobu ile kanatli primordial germ hiicreleri genislik, genis ve kiiresel
niikleusa sahip olma ve sitoplazmalarinda biiyiik miktarda yag damlaciklar1 bulundurma
acisindan memeliler, siiriingenler ve amfibiler ile benzerlik gosterir. Transmisyon
elektron mikroskobisi ile sitoplazmalarinda diger somatik hiicrelerin etrafindan daha
soluk goriinen iyi gelismis mitokondri ve endoplazmik retikulum gorilir (Kuwana
1993).

Tavuk primitif cinsiyet hiicre gelisimi, yapilan c¢ogu c¢alismada “germinal
crescent”teki goriiniislerinden gonadlara yerlesimine kadar periyodik asit schiff (PAS)
boyamas: ile gosterilmistir. Ornegin yapilan bir c¢alismada primitif cizgi
sekillenmesinden o©nce kanatli primitif cinsiyet hiicrelerinin olusumunun 6zgiin
ayrintilart tiire 6zgii “markerlar” kullanilarak veya in vitro kiiltiirde primitif cinsiyet
hiicrelerinin PAS boyamasi ile belirlenebilecegi gosterilmistir. Vitellin membranda
kiiltiire edilmis embriyolarda area pellucida ve primitif cinsiyet hiicreleri olusumu
arasindaki iliski ¢alisilmig ve area pellucida tamamen sekillendiginde (V1I-IX EG-K)
primitif cinsiyet hiicrelerinde artis gozlenmistir. IX- XIV safthalar1 arasindaki
embriyolar ayr1 ayri kiiltiire edilmis ve sadece satha X — XIV arasinda embriyo basina
25-45 primitif cinsiyet hiicresi saptanmistir fakat safha IX blastodermlerinde cinsiyet
hiicreleri saptanmamistir. Sonug olarak; primitif cinsiyet hiicrelerinin olusumunun area
pellucida sekillenmesine bagli oldugu bildirilmistir (Karageng vd 1996). Primitif
cinsiyet hiicrelerinin dagilimi ve ileri farklilasmasi epigenetik bir olaydir ve hiicre-hiicre

etkilesimlerini gerektirdigi diisiiniilmektedir. (Karageng ve Petitte 2000).

Balik ve memelilerde “nuage materyali”, kuyruklu ve kuyruksuz amfibilerdeki
“germinal plazm” kus ve siiriingenlerin primitif cinsiyet hiicrelerinde rapor
edilmemistir. Balik, kus ve memelilerin primitif cinsiyet hiicreleri sitoplazmalarinda
PAS-pozitif materyaller bulundurur. Kuslarin primitif cinsiyet hiicreleri memeli primitif
cinsiyet hiicrelerinden daha az alkalin fosfataz aktivitesine sahiptir. Hatta kuslar
arasinda, tavuk primitif cinsiyet hiicrelerinin sitoplazmasi PAS reaksiyonu ile magenta

boyanir oysa ki bildircin primitif cinsiyet hiicrelerinin sitoplazmasi boyanmaz. Son



21

zamanlarda Wistaria floribunda ( WFA ) ve Griffonia simplicifolia 11 ( GS-11 ) gibi
lektinlerin bildircin ve tavuk primitif cinsiyet hiicreleri ile spesifik reaksiyon verdigi ve
kanatl tiirlerinde primitif cinsiyet hiicrelerinin gog¢iinde 6nemli rol oynadigi
bildirilmistir (Yoshinaga vd 1992). Tavuk ve bildircin primitif cinsiyet hiicrelerinin
lektin ile reaktivitesindeki bu farkliliklar bu iki tiir arasindaki Kimerik embriyolarda

primitif cinsiyet hiicrelerinin orijinlerinin belirlenmesi i¢in faydalidir (Kuwana 1993).

Primitif cinsiyet hiicreleri, primitif ¢izgi olusumu sathasindan sonra belirli araliklarla
uygulanan Shiff boyamasi ile boyanmistir fakat daha erken safhalarda bu yol
izlenememistir. Chicken vasa homolog proteini (CVH proteini) gibi birka¢ 6zgiin
“marker” yardimiyla primitif cinsiyet hiicrelerinin sadece ‘“germinal crescent’
bolgesinde degil aynt zamanda erken sathalarda da belirlendigi bulunmustur. Bu
durumun en biiylik nedeni primitif cinsiyet hiicrelerinin ylizeylerinde bulunan giiclii
karbonhidrat bilesenleridir (D’Costa vd 2001). Yapilan bir ¢caligmada poliklonal antikor
CVH kullanilarak western blot analizi yOntemiyle primitif cinsiyet hiicreleri
belirlenmistir. CVH proteini (80 kDa) 6zellikle civciv testislerinde tek bant seklinde
belirlenmistir (Nakamura vd 2007). SSEA-1 ve EMA-1 antikorlarinin her ikiside tavuk
primitif cinsiyet hiicrelerinde ‘“germinal crescent”’den gonadlara yerlesene kadar
ekspresse edildigi bilinir (Karageng vd 1996). Hiicre yiizey karbohidrat antijenlerini
tantyan bolge Ozgiin SSEA-1 ve embriyonik fare antikoru EMA-1 ile yapilan
caligmalarda SSEA-1’in farelerde epiblastik hiicrelerde ve g6¢ halindeki primitif
cinsiyet hiicrelerinde eksprese edildigi fakat germ hattina 6zgiin olmadigi bulunmustur.
EMA-1 ise fare embriyonik karsinoma hiicrelerinde tespit edilmistir ve EMA-1’in
sadece fare primitif cinsiyet hiicrelerini degil ayni zamanda tavuk primitif cinsiyet
hiicrelerini igaretledigi bulunmustur. PAS boyamasi ardindan tavuklarda PAS pozitif
isaretlenmis hiicrelerin germ hiicre kokenini belirlemek i¢in uygun olmadig:
diisiiniilerek bu antikorlarin yeterince 06zgiin olmadigi ve tavuklarda germ hatti
ayriminin direkt gozlenmesinin uygun olmadigi belirlenmistir (Nakamura vd 2007).
Yapilan bagka bir ¢calismada primitif cinsiyet hiicrelerinin epiblastin dorsal ve ventral
yiizeyinde sayica az oldugu tespit edilmis ve yaklasik 20 SSEA-1 ve EMA-1 pozitif
hiicrenin area pellucidada epiblastin ventral yiizeyinde bulundugu tespit edilmistir

(Karageng vd 1996).
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Farkli aragtirmacilarin sonuglari arasinda bazi farkliliklar olmasina ragmen primitif
cinsiyet hiicrelerinin kulugcka zamaninda ve baslangigta epiblastta oldugu konusunda
gorls birligi vardir. Erken blastodermin pargalarinin izole edildigi ve invitro olarak
gelisimine izin verildigi calisma serilerinden eclde edilen bulgular primitif cinsiyet
hiicrelerinin pellusid alanin merkezinden gelistigini 6ne siirmektedir (Karagen¢ vd
1996). Bu hiicreler ayrica endofil hiicreler (Vakaet 1970) ya da baskalar1 tarafindan
primer hipoblast (Stern 1990) olarak da bilinmektedir. Area pellucidanin posterior
ucundan anterior ucuna hipoblastik katmanin biiylimesi ile primitif cinsiyet hiicreleri
anterior konumuna yer degistirmis hale gelir ancak hipoblasttan pasif tasinma mu
yapildig1 ya da aktif gé¢ mii oldugu bilinmemektedir. Satha 5’e kadar hipoblasttan
ayrilan primitif cinsiyet hiicreleri primitif ¢izgiden yayilarak “germinal crescent’’e
dogru aktif go¢ ederler. IX—XIIl ( EG-K ) sathalarindaki primitif cinsiyet hiicrelerinin
sayist yaklasik 150 kadar bulunmustur (Karagenc vd 1996).

S—pe

Stage Stage Stage Stage Stage 3 Days
X1V 5 7 10 13

Sekil 2.11 Siyah noktalarla gosterilen primitif cinsiyet hiicreleri erken area pellucida da endofil
hiicrelerinden olusur ( a ) ve area pellucidanin anterior ucundaki germinal crescent bolgesine gog ederler (
b — d). Daha sonra kan damarlarina giris yaparlar ve kan damarlar1 yoluyla dagitilirlar ( e ). En sonunda
gonadlara girerler ( f) (Nieuwkoop ve Satasurya 1979).

Primitif cinsiyet hiicreleri 4-5. safhalarda “germinal crescent’’ bolgesine ulasir ve

satha 10 da bu bolge vaskularize hale gelinceye kadar orada kalirlar. Bu hiicreler daha
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sonra aktif goc¢ ile kan damarlarinin bazilarina girerler ve viicut boyunca taginirlar. Bu
vaskiiler yayilma kuslarda ve bazi siiriingenlerde gosterilmistir fakat memelilerde
bulunamamistir. 14. sathada kan dolagiminda primitif cinsiyet hiicrelerinin en yiiksek
sayis1 10 ul basma yaklasik 13 olarak bildirilmistir ancak takip eden asamalarda gonad

girisinde bir azalma tespit edilmistir (Tajima vd 1999).

Primitif cinsiyet hiicrelerinin kan damarlarindan ayrilip gonadlara girisinin nasil
oldugunu agiklamak igin yapilan ¢alismalar sonucunda primitif cinsiyet hiicrelerinin
kemotaktik etkiler ile genital sirtta gocii gerceklesmektedir (Takeuchi vd 2010). Primitif
cinsiyet hiicrelerinin 16 ve 17. sathalarda kan damarlarindan ayrildigi gozlenmistir.
Baslangicta sag ve sol gonadlara giren primitif cinsiyet hiicrelerinin sayisi1 benzerdir
fakat satha 24’e kadar primitif cinsiyet hiicrelerinin sol ovaryumdaki sayisi sag
ovaryuma gore daha fazladir ve satha 27 ye kadar sol testiste saga gore sayica daha

fazladir (Zaccanti vd 1990).

2.6.1. Primitif cinsiyet hiicrelerinin molekiiler mekanizmasi

Farelerde, primitif cinsiyet hiicreleri ilk olarak allantois tstiinde, alkalin fosfataz
pozitif hiicre kiimesi olarak embriyonik donemin 7.5. giiniinde (E7.5) tespit edilmistir.
E9’a kadar primitif cinsiyet hiicreleri arka bagisakta birlesmis hale gelir. E9-E9.5
arasinda primitif cinsiyet hiicrelerinin bagirsagin dorsal tarafindan genital sirta go¢ ettigi
belirlenmistir. Primitif cinsiyet hiicreleri kolonize olduklar1 genital sirttan harekete
baglarlar (Molyneaux ve Wylie 2004). BMP4/BMP8b’nin ekstraembriyonik
dokulardaki ekspresyonu epiblastta primitif cinsiyet hiicrelerinin diizenlenmesine neden
olur (Ying vd 2001). Yapilan bir c¢alismada Stella ve Fragilis/mill genleri
tanimlanmistir. Stella’nin fonksiyonu tam belirlenmeyen yeni bir gen oldugu ve
Fragilis’in homotipik hiicre-hiicre adezyon ve hiicre siklusu kontroliinde rol alan
interferon uyarilabilir gen ailesi iliyesi oldugu bildirilmistir. E7.25°de fragilis, posterior
epiblastta primitif cinsiyet hiicrelerinin olustugu bolgede yiiksek ekspresyon gdosterir.
Bu bolgede primitif cinsiyet hiicreleri hareketli degil kiimelenmis haldedir. 24 saat
sonra fragilisin ekspresyonunun distiigii ve endoderm i¢inde daginik ve hareketli
primitif cinsiyet hiicrelerinin oldugu goézlemlenmistir (Saitou vd 2002). Farelerde
primitif cinsiyet hiicrelerinin davranisi; endoderme invazyonu, arka bagirsak icine aktif

ve pasif gocli, arka bagirsak igine rastgele goOcii, bagirsaktan genital sirta gocii,
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kiimelenme ve orta ¢izgide hiicre 6liimiinii i¢erir (Molyneaux vd 2001). Ayrica yapilan
bir caligmanin sonucunda E-cadherin ve C-kit/steel proteinlerinin bagirsakta primitif
cinsiyet hiicrelerinin davraniglarin1 regiile ettigi bulunmustur. Primitif cinsiyet
hiicrelerinin bagirsak disina ¢iktiginda E-cadherin ekspresyonunu upregiile ettigi ve
primitif cinsiyet hiicrelerinin kolonize olmasi ve sagkalimi ya da bagirsak i¢inde gogii

icin C-kit/steel proteinine gereksinim oldugu gosterilmistir (Bendel-Stenzel vd 2000).

Memeli primitif cinsiyet hiicrelerinde PG2 epitopu saptanmistir ve PG2’nin erken
gelisim sirasinda ve dogum sonrasinda cinsiyet hiicre olgunlagmasi sirasinda eksprese
edildigi belirlenmistir (Plischel vd 2005) Ayrica zebra baligi, fare ve tavukta
SDF1/CXCR4 kemokin sinyalizasyonunun primitif cinsiyet hiicre gégiinde dnemli bir
rol oynadigi gosterilmistir (Takeuchi vd 2010) ve fareler {lizerinde c¢alisilan Nanos3

geninin de primitif cinsiyet hiicrelerinin go¢iinde rol oynadigi bulunmustur (Tsuda vd
2003).

Drosophila’da primitif cinsiyet hiicreleri, kutup hiicreleri haline ayrilmis maternal
komponentlerde lokalize olmustur ve gelisen embriyonun posterior kutbundan ortaya
cikar. Primitif cinsiyet hiicreleri bagirsagin ventral kismindan bazal yiizeyine go¢ eder
ve bu hiicreler lateral mezodermde somatik hiicrelerle birlesirler (Molyneaux ve Wylie
2004).

Benzer sekilde zebra baligi’nda cinsiyet hiicreleri maternal komponentlerde
lokalizedir ve hiicreler gastrulasyon sirasinda hareket ederek bas ile mezoderm hatti
arasinda siralanir. Hiicreler her iki ¢izgiden lateral mezoderm icinde bir ara hedefe go¢

ederler ve gonadlara yerlesirler (Molyneaux ve Wylie 2004).

2.6.2. Kanath primitif cinsiyet hiicrelerinin gonadal taslaga gocii

Biitiin omurgalilarda primitif cinsiyet hiicreleri gelisimin erken safhalarinda ortaya
cikar ve gonadlarda sekillenir. Germ hatti gelisiminin evrimsel olarak korunmus
ozellikleri primitif cinsiyet hiicrelerinin arastirilmasiyla belirlenmistir. Bu da primitif
cinsiyet hiicrelerinin ortaya ¢ikis yerinden gonadlara dogru gocii ile anlasilir. Primitif

cinsiyet hiicrelerinin yer degistirmesi, embriyonik dokularin morfogenetik hareketleri
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tarafindan ve gonadal taslagin etrafina getirilen primitif cinsiyet hiicrelerinin gonadal

sirta dogru ameboid hareketlerle pasif gocii ile gergeklesir (Karageng 1998).

Noral krest hiicreleri, lenfoid kok hiicreler ve kan kok hiicreler gibi primitif cinsiyet
hiicreleri erken embriyonik donemde hedef organlarindan uzak yerde olusur ve sonra
ilgili organlara go¢ eder. Kanatli primitif cinsiyet hiicrelerinin, tavuk—bildircin
kimeralarinin kullanildigi deneyler tarafindan kanitlandig1 gibi epiblast orijinli oldugu
diisiiniiliir. Bu kimerik embriyolar blastoderm sathasinda tiirlerin birinin epiblastinin ve
diger tiirlerin hipoblastlarinin kombinasyonuyla yapilmis ve 3—6 somit safhasina kadar
kiiltiire edilmistir. Kimerik embriyolardaki primitif cinsiyet hiicreleri Feulgen boyama
ile histolojik olarak belirlenmistir ve sonuglar kanatli germ hattinin epiblast kokenli
oldugunu gostermistir. Ancak, arastirmacilar primitif cinsiyet hiicrelerinin blastoderm
sathasinda kimeralarin olusumundan Once hipoblastlardan epiblastlara girmis
olabilecegini diisiinmiislerdir (Smith vd 1983). Primitif cinsiyet hiicreleri, primitif ¢izgi
olusumunun erken sathalari boyunca gitgide alt bariyerlere tasinir ve primitif ¢izgi
safhasinda “‘germinal crescent” bolgesi olarak adlandirilan hipoblast bariyerinde
lokalize hale gelir. Kuslarda, “germinal crescent” bolgesi, olasi gonadal bolgeden
uzaktadir ve bu ylizden primitif cinsiyet hiicrelerinin go¢ii memeli ve bazi reptillerden
farklidir (Kuwana 1993). Bu yiizden, kanatli primitif cinsiyet hiicreleri memeli gog
yolagina ek olarak benzersiz bir dolagim yolag:i gosterir. Erken embriyonik dénemde
kanda dolasan kanatli primitif cinsiyet hiicrelerinin izolasyonu memeliler ve amfibilere
oranla daha kolay olabilir. Hatta memelilerde ve amfibilerde, primitif cinsiyet hiicreleri
membranlarina hangisinin daha fazla zarar verecegi bilinmeden enzimatik islemsiz veya
fiziksel dagilim olmadan izole edilemez. Ustelik cerrahi teknikler uterus igindeki
memeli embriyolarina gore kanatli embriyolart i¢in uygundur (Hara 1971), cerrahi
miidehaleden sonra uterustaki embriyonik gelisimin uyarilmasi zordur (Kuwana ve
Fujimoto 1984). Kanathi primitif cinsiyet hiicrelerinin go¢ mekanizmasi dolasim
aracilifiyla oldukca dinamik oldugu i¢in 6zellikle memelilere ve diger tiirlere benzerlik
gostermez. Ancak; dolagimda go¢ periyodundan sonra kanatli primitif cinsiyet
hiicrelerinin gé¢ mekanizmasi diger tiirlerinkine benzerlik gosterir. Primitif cinsiyet
hiicrelerinin gocii i¢in bazi olast mekanizmalar sunlardir; 1) civardaki somatik hiicreler
tarafindan harekete yardimci fiziksel iligki, 2) fibronektin gibi ekstraseliiler matriksler
veya hiicrelerin belli tipleri igin spesifik affinite, 3) morfogenetik hareket tarafindan

pasif gog, 4) kemotaktik faktorler tarafindan indiiklenmis go¢. Primitif cinsiyet hiicreleri
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icin kan dolagimi aracilig1 ile go¢; gonadal taslagin ¢evresinde kan damarlarindan gegis

ve dolagimi istila olarak 2 farkli mekanizmayi da igerir (Kuwana 1993).

2.6.3. Primitif cinsiyet hiicrelerinin pasif gog¢ii

Primitif cinsiyet hiicreleri, 10.sathaya kadar embriyonik kan dolasiminin kurulusu ile
birlikte kan dolasiminda hareket etmeye baglar. 16-17. safhalarda gonadal taslagin
yakinindaki kapiller araciligiyla kan dolasimindan ayrildiktan sonra primitif cinsiyet
hiicreleri inkiibasyonun 2,5 giinde gelisen gonadlar iginde gog¢ eder. 16-19. safhalarda
toplam primitif cinsiyet hiicrelerinin yaklagik %10-20’si tavuklarda bas bolgesinde
kolonize haldedir (Kuwana 1993).

2.6.4. Primitif cinsiyet hiicrelerinin hareketi

Primitif cinsiyet hiicrelerinin hareketleri “germinal crescent” bolgesinden gonadal
sirta dogru iki asamada meydana gelir. ilk asamada primitif cinsiyet hiicreleri
ekstraembriyonik ve intraembriyonik dolagim yoluyla germinal sirtin ¢evresinde pasif
olarak tasmirlar. ikincisi, primitif cinsiyet hiicrelerinin kan yoluyla damarlardan
ayrilmast ve gonadal taslak icerisinde aktif gé¢ yapmasidir. Bu aktif gé¢ asamasinda
gonadlardan salinan kemotaktik sinyaller, ekstraseliilar matriks bilesenleri ve gonadal
epitelyum etrafindaki vaskiiler sistemin anatomik diizenlenmesi 6nemli faktorlerdendir

(Petitte vd 1997).

Tavuk primitif cinsiyet hiicrelerinin gonadal taslaga dogru go¢iiniin mekanizmasini
anlayabilmek i¢in onlarin hareket 6zelliklerinin incelenmesi gerekir. Bu hareketlerin
gozlenebilmesi i¢in, 12 — 16 safhalarda primitif cinsiyet hiicreleri kandan izole edildigi
bir c¢aligmada, 13-16. safhalardaki embriyolarin primitif cinsiyet hiicreleri, kan
damarlarindan glass mikropipet ile faz-kontrast mikroskobu altinda toplanmis ve
primitif cinsiyet hiicreleri sitoplazmalarinda bir hayli bulunan kirilgan lipitler ve biiyiik
boyutlar1 ile kan hiicrelerinden kolaylikla ayirt edilebilmesi bu hiicrelerin kan
dolasimina gectigini gostermistir (Wylie ve Heasman 1982). Primitif cinsiyet hiicreleri
40. safha tavuk embriyolarinin dorsal mezenterinin mezodermal dokusundan elde
edilmis besleyici hiicrelerle kaplanmistir ve hareketleri hizlandirilmis fotograflama ile

analiz edilmistir. Primitif cinsiyet hiicreleri besleyici hiicrelerin uzun eksenine dogru
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harekete egilimlidir (Kuwana ve Fujimoto 1984). Ustelik tavuk primitif cinsiyet
hiicrelerinin diger primitif cinsiyet hiicreleri ve embriyonik fibroblast hiicrelerine gore

kontak inhibisyon gosterme egilimi yoktur (Kuwana 1993).

2.6.5. Primitif cinsiyet hiicrelerinin gociinde ekstraseliilar matriksin rolii

Tavuklar ve farelerdeki elektron mikroskobi c¢aligmalart go¢ fazindaki primitif
cinsiyet hiicrelerinin go¢ hatti boyunca komsu somatik hiicreler ile yakindan iligkili
oldugunu gdstermistir. Hiicre ylizeyindeki veya ekstraseliiler matriksteki glikoproteinler
gibi bazi kimyasal maddelerin gé¢ mekanizmasina karistig1 ileri stirilmistiir. Ayrica
fibronektin; hiicre yiizeyi ve ekstraseliler matriks olusumu ile iligkili bir
glikoproteindir, hiicre adhezyon ve uzamasinda dnemli bir role sahiptir. Xenopus laevis
(Heasman ve Waylie 1981), fareler (Fujimoto vd 1985), ve tavuklardaki (Fujimoto ve
Yoshinaga 1986) transmisyon elektron mikroskobi ¢alismalarinda fibronektin, primitif

cinsiyet hiicrelerinin go¢ili baglamadan 6nce onlarin go¢ yolunda tespit edilmistir.

Noral krest hiicrelerinin go¢ yolu primitif cinsiyet hiicrelerinin genel embriyolojik

hareketlerine gore fazla etkilenmez.

In-vivo primitif cinsiyet hiicre gociinde fibronektin rolii heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Muhtemelen fibronektinlerin primitif cinsiyet hiicreleri yada noral
krest hiicrelerinde adhezyon etkisinden baska kemotaktik etkilere de sahip oldugu ileri
siriildi. Diger matriks bilesenlerinin yani sira farelerde TGF-B1’in, fibronektin

sentezinin hedef hiicrelerde baglamasini tesvik ettigi bilinmektedir (Kuwana 1993).

2.7. Primitif Cinsiyet Hiicrelerinin Gociinde sialyl Lewis-X Molekiiliiniin Rolii

sialyl Lewis-X proteini, tavuk embriyolarinda ekspresse edildigi bilinen Lewis-X

proteininin sialik asit baglanmis seklidir (Karageng vd 1996).

Hiicre ylizey glikanlarinin siirekli degisen fonksiyonlari; onlarin ¢esitli yapilar1 ve
lektinler gibi glikan bagimli proteinler ile giiglii etkilesimleri vardir. Glikan—lektin

etkilesimleri ya ekstraseliillar alanda degisiklikleri iletir ya da hiicre—hiicre/hiicre—
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patojen baglantilarin1  diizenler. Ornegin sialyl Lewis-X (sLe-X) temel olarak
l6kositlerde ekspresse edilen tetrasakkarit yapida glikandir ve inflamasyonun erken
safhalar1 boyunca civardaki dokular igerisinde kan dolasimindan 16kositlerin gogiine
aracilik eder (Soriano del Amo vd 2010). Molekiiler formiilii C3;Hs,N20,3 olan sialyl
lewis-X molekiiliiniin kimyasal yapis1 sekilde gosterildigi gibidir (Sekil 2.12).

Sekil 2.12: sialyl lewis-X molekiiliiniin kimyasal yapis1 (http://en.wikipedia.org )

Selektinler, tetrasakkarit sialyl Lewis-X’i tanir ve bazi endotel hiicrelere,
glikolipitlere ve glikoproteinlere bagl glikanlarin terminal bilesenidir (Silva vd 2011).
sLe-X; E ve P selektinlere baglanir, endotel hiicrelerinin yiizeyinde upregiile olur ve
16kositlerin damar disina ¢ikmasina yol acar. Ayrica sLe-X-E selektin etkilesimi kan
aracilig1 ile hematopoietik kok hiicrelerin goglerinin yonetilmesinde rol oynar ve klinik
kok hiicre transplantasyonunda 6nemlidir. sLe-X’in kimyasal sentezi yogun bir sekilde
izlenmistir ve yapisal 6zelliklerin, fonksiyonal gruplarin senteze katkist kabul edilmistir
(Soriano del Amo vd 2010). sLe-X biyosentezi farkli glikoziltransferazlarin ardisik
caligmalarini gerektirir (Sekil 2.13) (Silva vd 2011).


http://en.wikipedia.org/
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Sekil 2.13 sLe-X’in glikoziltransferazlar ile temsil edilmis biyosentetik yolu (Silva vd 2011)

Selektinler, sialyllenmis karbohidratlari tanimakla yiikiimlidiirler ve sialyl Lewis-X
baglama yetenegine sahiptirler. Selektinler ve ligandlari, damar duvarmmin endotel
hiicrelerine 16kosit baglanmasina aracilik ederler ve bu islemin sonunda lokositler gog
ederler. Yapilan bir ¢alismada selektin—karbohidrat etkilesimlerinin temel roliiniin
16kosit gbg¢ii oldugu ve bu gociin benzer tipinin Bursa fabricius’a prebursal lenfositlerin
dontisiinde rol oynayadigi tespit edilmistir. Bu calismada prebursal B hiicrelerinde
ekspresse edilen bir selektin belirlenememesine ragmen kanatli B hiicre onciilleri
selektin ligandi olan sialyl Lewis-X’in 6zgilin olarak eksprese edildigi bulunmustur.
Ayrica bursanin damarlarla ilgili bolgesinde sialyl Lewis-X’in tutunma 6zelliginin
oldugu bulunmustur. Bu tutunma sialyl Lewis-X’e kars1 antikorlar tarafindan
bloklanabilir. sialyl Lewis-X ekspresyonunun gelisen B hiicre populasyonu ile sinirli
oldugu ve 15-17. embriyonik giinler aras1 bursada gelisen B hiicrelerinde hiicre yiizey
karbohidratlarinda gelisimsel bir anahtar roliinde oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismanin
sonucu olarak, Lewis-X karbohidrat yapisinin tavuk B hiicre gelisimi boyunca
diizenlendigi ve Bursa fabricius igerisinde lokalize olabildigi gosterilmistir (Masteller
vd 1995). Ancak bildircin primitif cinsiyet hiicrelerinde sialyl Lewis-X ekspresyona

rastlanilmamustir.

2.8. Sialyl Lewis-x’in Kanser ile Tliskisi

Malignant degisimler, sialyl Lewis-X antijeni gibi degismis karbohidrat

belirteclerinin ekspresyonu ile sonuglanan anormal glikolizasyon ile iliskilidir.
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Degismis hiicre ylizeyi glikozilasyonu, malignant tiimdr hiicrelerinin 6nemli 6zelligidir

ve genellikle invazyon ve metastazi tanimlar (Dube ve Bertozzi 2005).

Timor metastazi; primer timorden malignant hiicrelerin ayrilmasimi, lenf
damarlarina ya da kana invazyonu, endotelyum ile etkilesimi, hiicrelerin damar digina
¢ikmasint ve yeni tiimor odaklarinin sekillenmesini igerir. Metastazin her adimi,
ekstraseliilar matriks bilesenleri ve diger hiicreler ile kanser hiicrelerinin spesifik
etkilesimlerine dayalidir. Bu etkilesimler; kaderinler, integrinler, immunoglobulin siiper
ailesi tyeleri, selektinler ve selektinlerin sialyl Lewis-a ve sialyl Lewis-X gibi
karbohidrat ligandlarin1 iceren adezyon molekiillerinin farkli aileleri tarafindan

gerceklestirilir (Kannagi vd 2004).

sialyl Lewis-X, kanser hiicrelerinin damar endoteline yapismasina aracilik eder ve
metastaza yol acar. Tiimdr hiicrelerinde sialyl Lewis-X’in siirekli ekspresse edildigi
gozlenmistir ve sialyl Lewis-X sadece bir tiimor marker olarak degil kanser hiicrelerinin
metastaz davraniginin anlagilmasi i¢in de onemlidir (Pinho vd 2007). Ayrica Tax
proteini gibi bazi genlerin sialyl Lewis-X ekspresyonunu baslattigi bilinir ve sonug
olarak bu protein yetiskin T hiicrelerinde sialyl Lewis X ekspresyonu artisi ile 16semi

hiicrelerinin metastazina yol agar (Kannagi vd 2004).

2.9. Immiinohistokimya

Tiim doku sivilari, viicut sivilar1 ve igne aspirasyon materyallerinde uygulanir. Bu
materyallerdeki hiicrelerin ~ 6zellikle —sitoplazmalarinda intermedial ~ flamentler,
mikrotiibiiller, mikroflamanlar, néroflamanlar ve hiicre zar1 reseptdr proteinleri
incelenir. Bu yapilar antijen kabul edilerek disarida 6zel olarak iiretilen antikorlar;
anahtar-kilit, koenzim-substrat 6rneginde oldugu gibi olusturulan antijen-antikor
kompleksi 6zel boyalar ile boyanarak goriiniir hale getirilir. En sik kullanilan boyalar;
peroksidaz-antiperoksidaz, avidin-biotin peroksidaz, alkali fosfataz ve immungold’dur.
Bu enzim tekniklerinin her birinin farkli makromolekiiller i¢cin duyarliliklar1 vardir.
Immunohistokimyasal analizi etkileyen baslica etmenler; pH, 1s1, tampon maddesi,

fiksasyon, materyalin icerigi ve boyamadir.



3. MATERYAL - METOT

3.1. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Dollii bildircin yumurtalari
Kulugka makinasi
Steryo mikroskop
PBS

TBS

Absolute alkol
Paraformaldehit
Paraplast

Etiv

Metal dokiim bloklari
Mikrotom

Apes kapli lam
Lamel

Eldiven

Pens, Penset

Makas

Isik mikroskobu
Elektron mikroskobu
pHmetre

Su banyosu

Ksilen bazli entellan
CSLEX-1 (BD, 10pg/ml)
HECA-452(10ug/ml)
DAB

QH-1 antikoru
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Alexa Fluor-455 (Invitrogen)

DAPI (Invitrogen)

Edta-tris buffer (Tris, Edta, Tween 20)

Sodyum sitrat buffer (Tri-Sodyum Sitrat, Tween 20)
Pastor pipeti

Puvar

Meziir

Bek alevi
3.2. Embriyo Izolasyonu

Déllii bildircin yumurtalart Adnan Menderes Universitesi (ADU) Veteriner Fakiiltesi
Kanatli Arastirma ve Uygulama Biriminde barindirilan Japon bildircin kolonilerinden
elde edildi. Hamburger ve Hamilton skorlama sistemine gore, 20-21 gelisim
asamalarinda bulunan embriyolarin elde edilebilmesi amaciyla dolli  bildircin
yumurtalar1 72-96 saat Standard kulugka kosullarinda (37 °C, % 65 relative nem orani)
inkube edildi. Embriyo izolasyonu steryo mikroskop altinda PBS soliisyonu (pH 7.4)
icerisinde gerceklestirildi. Izole edilen embriyolar PBS igerisinde taze olarak
hazirlanmis %4 paraformaldehid soliisyonu igerisinde bir gece +4 OC’de tespit edildi.
Tespit edilen embriyolar PBS igerisinde birka¢ kez yikandiktan sonra standart doku
takip islemine alindilar. Bu amacla, embriyolar PBS igerisinde hazirlanmis olan %35,
50, 70, 90 ve 100 alkol serilerinden ve Xylol serilerinden gegirilerek paraplast icerisinde
bloklandi. Bloklanan embriyolardan mikrotom araciligi ile 10 um kalinliginda seri
kesitler alinarak APES (Sigma) ile kapli lamlara aktarildi. Bir gece boyunca +37 °C’de
kurutulan kesitlerin ¢evresi cam kalemi ile ¢izilerek, deparafinizasyon islemi i¢in ksilen
I ve ksilen 1l de 5 dakika, %100 alkol I, %100 alkol 11, %96 alkol, %80 alkol,%70
alkolde 3’er dakika olmak {izere azalan alkol serilerinden gecirilerek distile suda
calkalandi. Daha sonra iki kez, 5 dakika siireyle PBS (pH 7.4) igerisinde yikanan
kesitler immunohistokimya ve immunofloresans analizlerinin gerceklestirilmesinde
kullanildi.
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3.3. immunohistokimyasal ve imnmunofléresans analizler

Primitif cinsiyet hiicreleri tarafindan sLe-X epitopunun eksprese edilip edilmedigini
belirleyebilmek amaciyla sLe-X epitopunu taniyan iki farkli antikor, CSLEX (BD, 10
ug/ml) ya da HECA (BD, 10 pg/ml) kullanildi. SLe-X ekspresyonunun saptanmasinda
avidin-biotin peroksidaz yonteminden yararlanildi. Bu amagcla, Universal LSAB®
sistemi (DAKO Cytomation, K0690) ya da Histostain Plus (Iinvitrogen) kitlerinden
yararlanildi.  Antikora  baglanma  gosteren  hiicrelerin  boyanmasinda 3,3’
diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) kullanildi. sLe-X epitopunun Bursa. fabricius’a
gocleri sirasinda B hiicre projenitorleri tarafindan eksprese edildigi bilinmektedir
(Masteller vd 1995). Dolayisiyla, primer ve sekonder antikorlardan ya da boyama
yonteminden kaynaklanabilecek olasi bir teknik hatayr test edebilmek amaciyla tim
immunohistokimyasal ¢aligsmalar sirasinda B hiicre projenitdrlerinin gog ettikleri donem
olan embriyonik gelisimin 8-12. giinlerinden aliman Bursa. fabricius dokusu pozitif

kontrol olarak kullanildi.

sLe-X epitopunun yani sira, alinan bildircin embriyo Kesitlerinde primitif cinsiyet
hiicrelerinin belirlenmesinde QH-1 antikorundan da yararlanildi. Monoklonal bir antikor
olan QH-1, bildircin embriyolarinda hematopoetik, endotel ve primitif cinsiyet hiicreleri
tarafindan eksprese edilmekte olup (Armengol 2007), bu hiicrelerin tanimlanmasinda bir
belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, sLe-X epitopunun ekspresyonunun
belirlenmesine yonelik olarak yapilan immunohistokimyasal analizin sonrasinda ayni
kesit tizerinde QH-1 ekspresyonu da incelendi. QH-1 antikor kaynagi olarak,
Developmental Studies Hybridoma Bankasi’ndan (University of lowa) elde edilen QH-
1 hybridoma hiicrelerinin siipernatanti kullanildi. QH-1 epitopunu eksprese eden
hiicrelerin belirlenmesinde immunofloresans yonteminden yararlanildi. Bu amagla,
Alexa Fluor 455 (Invitrogen) ile konjuge edilmis sekonder antikordan (Invitrogen)
kullanildi. Cekirdek boyamasi PBS igerisinde hazirlanan DAPI (200 ng/ml, invitrogen)
ile gerceklestirildi.

3.4. Antijen retrival islemi

Kullanilan tespit soliisyonunun sLe-X epitopunu maskelenmesi ve buna bagl olarak

immunohistokimyasal analizler ile belirlenememesi olasiligini ortadan kaldirmak
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amaciyla, embriyo kesitlerinin bazilarinda antigen retrival islemi yapildi. Bu amagla,
sodyum sitrat (pH 7.6) ya da EDTA-Tris Buffer soliisyonlarindan yararlanildi. Antijen
retrival islemi, kesitlerin s6z konusu bufferlar icerisinde 5 dakika siireyle
kaynatilmasiyla gerceklestirildi. Antijen retrival islemi sonrasinda,

immunohistokimyasal analizler yukarida tarif edildigi sekilde gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bildircin Primitif Cinsiyet Hiicrelerinin DAB Boyamasi fle Gosterilmesi

DAB boyamasi bildircin ve tavuk dokularini mikroskop altinda gostermek amaci ile
yapilmistir. Pozitif kontroller olarak hazirlanan bildircin embriyo kesitlerine QH-1

antikoru uygulandi ve DAB boyamasi sonucunda hiicrelerde boyanma oldugu gozlendi
(Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Bildircin embriyo kesitinin (20HH) 1s1k mikroskobundaki goriintiisii

4.2. QH-1 Ekspresyonu

QH-1 antikoru, bildircin primitif cinsiyet hiicrelerini belirlemek i¢in en 1yi aragtir.
Primitif cinsiyet hiicrelerinde ekspresse edildigi bilinen (Armengol vd 2007) &6zgiin
QH-1 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal analiz sonucunda hem tavuk hem
bildircin embriyo kesitlerinde DAB boyamasi sonucu QH-1 ekspresyonu gozlendi.
Ayrica yapilan floresan boyama sonucunda da primitif cinsiyet hiicrelerinde QH-1"in
ekspresse edildigi gosterildi (Sekil 4.2, 4.3).
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Sekil 4.2 20HH safhasindaki bildircin embriyolarindan elde edilen kesitlerde floresan mikroskop
goriintiisit A) QH-1 ile primitif cinsiyet hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiisii B) DAPi ¢ekirdek
boyamasi sonucu hiicrelerin gosterilmesi C) QH-1 ve ¢ekirdek boyamasmin birlestirilmesi ile primitif
cinsiyet hiicrelerinin gériiniimii.
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Sekil 4.3 20HH safhasinda bildircin embriyo kesitlerinde fléresan mikroskop goriintiisii A) Primitif
cinsiyet hiicrelerinin QH—1 ekspresyonu B) Hiicre ¢ekirdekleri C) Primitif cinsiyet hiicrelerinin QH-1 ve
DAPi gakistirilmig goriintiist

4.3. Bildircin Primitif Cinsiyet Hiicrelerinde sLe X Ekspresyonunun incelenmesi

QH-1" in pozitif kontrol olarak kullanildig1 sLe-X ve QH-1 ¢ift boyama protokolii
sonucu primer antikor olarak kullandigimiz sLe-X i¢in boyama gézlenmedi. Bu sonucu
desteklemek i¢in uygulanan antijen retrieval protokolii sonucunda DAB boyamasinin
hemen ardindan 151k mikroskobunda incelendiginde negatif kontrollerde ve sitrat buffer
uygulanan kesitlerde boyanma gozlenmemesine ragmen edta—tris buffer uygulanan
kesitlerde ¢cok az boyanma oldugu goriildii. Hemen ardindan protokole devam edilerek
floresan boyama sonucu kesitler incelendiginde ise edta—tris buffer uygulanan kesitlerde
embriyonun ekstraembriyonik yapilarimin boyandigi fakat sLe-X igin spesifik bir

boyanma olmadig1 gézlendi.
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Diger bir analizde pozitif kontrol olarak 12. ve 14. giin tavuk embriyo kesitleri
kullanildi. Bunun sebebi sLe-X’in tavuk embriyosunun Bursa fabricius bolgesinde
ekspresse edildiginin bilinmesidir (Masteller vd 1995). Pozitif kontrollerle birlikte
yapilan ve iki farkli kit kullanilan ( CSLEX-1 ve HECA ) immiin boyama sonucunda
12. ve 14. giin tavuk embriyo kesitlerinde sLe-X’in ekspresse edildigi gozlendi (Sekil
4.4, 4.5). Bildircin primitif cinsiyet hiicrelerinin 20HH sathasinda gonadal bdlgeye goc
ettigi bilinir (Kuwana 1993) fakat 20HH sathasindaki bildircin embriyo kesitleri ile
yaptigimiz immunohistokimyasal analizde primitif cinsiyet hiicrelerinin gonadal gogii
sirasinda sLe-X ekspresyonu saptanmadi. Bildircin embriyo kesitlerinde sLe-X
ekspresyonu olmamasina karsilik ¢ift boyama sonucu primitif cinsiyet hiicrelerinde QH-
1 ekspresyonu ve go¢ asamasindaki primitif cinsiyet hiicreleri farkli dlgeklerde

fotograflanarak gosterildi ( Sekil 4.6 ).

Sekil 4.4 12. gin tavuk Bursa fabricius kesitlerinde A, B , C ) CSLX-1 kiti kullanilarak prebursal B
hiicrelerinin gdsterilmesi



39

Sekil 4.5 12. giin tavuk Bursa fabricius kesitlerinde D, E, F ) HECA kiti kullanilarak prebursal B
hiicrelerinin gosterilmesi



Sekil 4.6 Primitif cinsiyet hiicrelerinin gérinimi

40
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5. TARTISMA

Gelisimsel biyolojide primitif cinsiyet hiicrelerinin go¢ mekanizmasinin anlagilmasi
onemlidir. Primitif cinsiyet hiicrelerinin orijini, go¢ mekanizmalar1 ve fonksiyonel germ
hiicrelerinde farklilagsma gelisimsel biyolojinin 3 temel problemidir ve bu konu iizerinde
daha fazla calismalar yapilmalidir. Kanatli embriyolarinda primitif cinsiyet hiicrelerinin
belirlenmesi ve ekspresyon ¢alismalart i¢in 6zgiin antikorlar ile immunohistokimyasal
analizler yapilmistir. CVH (chicken vasa homolog) proteini kullanilarak yapilan bir
calismada primitif cinsiyet hiicre ylizeylerinde bulunan karbohidrat bilesenlerinin CVH
proteinini tanimast ile sadece “germinal crescent” bolgesinde degil daha erken
safhalarda da primitif cinsiyet hiicreleri tespit edilmistir (Tsunakawa vd 2000). Ayrica
poliklonal antikor olan CVH ile yapilan western blot analizi sonucunda civciv
testislerinde CVH protein ekspresyonu tespit edilmistir (Nakamura vd 2007). Tavuk
embriyolarinda SSEA-1 ve EMA-1 antikorlar1 kullanilarak yapilan analizlerde
ekspresyon gozlenmesine karsilik SSEA-1’in germ hattina 6zglin olmadigi, EMA-1’in
ise fare karsinoma hiicrelerinde tespit edilmesi sonucu kanserle iliskili oldugu
bulunmustur (Nakamura vd 2007). Calismamizda 20HH safhasindaki bildircin
embriyolarinda sialyl Lewis-X ekspresyonu arastirilmistir ve bu safhada ekspresyon
gosterilememistir. Kanatli tiirlerinde yapilan bu calismalarin sonuglar1 gelecekteki

calismalar i¢in pozitif kontroller olarak kullanilabilir.

sialyl Lewis-X hiicre yilizeyindeki glikanlara yapisan tetrasakkarit karbohidrat
epitopudur. sialyl Lewis-X, hiicre gdciinde rol oynar ve evrimsel siire¢ igerisinde
Korunmustur. sialyl Lewis-X’in hiicre goglindeki rolii nedeni ile ekspresyonu siki bir

sekilde kontrol edilir.

Spektrofotometrik analizler ile yapilan bir ¢alismada insanda yumurtaya spermin
baglandigi, yumurtayr kaplayan zona pellucida icin sialyl lewis-X’in 6nemli bir

karbohidrat ligand1 oldugu tespit edilmistir (Pang vd 2011). Ilerleyen calismalarda
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memeli primitif cinsiyet hiicrelerinin davranislarinda sialyl lewis-X molekiiliiniin rolii

arastirilmalidir.

Kanatli B lenfosit progenitdr hiicreleri, olgun B hiicreleri i¢inde gelismek igin
Ozellesmis bir primer lenfoid organa go¢ etmek zorundadirlar (Masteller vd 1995).
Tavuk lenfosit progenitor hiicreleri, ilk 5-6. embriyonik giinde yumurta sarisinda
sonradan ise kan ve c¢esitli hematopoetik organlarda saptanmistir (Reynaud vd 1992).
Islenmis tavuk B lenfosit progenitdr hiicreleri Bursa fabricius icerisine 10-15.
embriyonik giinler arasinda go¢ etmeye baslar ve esas girisin 12. glinde meydana
geldigi tespit edilmistir. Tavuk B lenfosit progenitér hiicrelerinin kan dolagimina
gectikleri zaman sialyl Lewis-X’i ekspresse ettigi ve Bursa fabricius’a geldiklerinde
sialyl epitopunun ekspresyonunun durdugu dolayisiyla hiicre go¢iiniin sonlandig tespit

edilmistir (Masteller vd 1995).

Calismamizda sialyl Lewis-X ekspresyonu i¢in 3. giin bildircin embriyolarinda sialyl
epitopunu taniyan antikor kullanildi. Tavuk Bursa fabricius pozitif kontrolii ile yapilan
uygulamada tavuk ve bildircin embriyo kesitleri icin sialyl epitopunu taniyan ancak

lewis-x’i tanimayan CSLEX-1 ve HECA antikorlar1 kullanildi.

Bildirein primitif cinsiyet hiicre gogiiniin gergeklestigi 20HH sathasinda sialyl
Lewis-X ekspresyonu bulunamadi. Bildircin  embriyolarinda  sialyl  Lewis-X
ekspresyonunun gozlenememesinin nedeni karbohidrat epitopunun farkli olmasindan
dolayr ya da sLe-X’in bildircin primitif cinsiyet hiicrelerinin gogiinde rol oynamamasi

olabilir.

Gonadal gogiin  gerceklestigi 20HH safhasinda sialyl Lewis-X proteininin
ekspresyonu bulunamamasina karsilik daha onceki ya da daha sonraki safhalarda

ekspresyon olabilir ve bunun arastirilmasi gerekmektedir.

sialyl Lewis-X’in ekspresyonu siki bir sekilde kontrol edildigi i¢in ekspresyonu belli
zamanlarda olur ve gorevi bittiginde ekspresyonu durur (Masteller vd 1995). Tavuk B
progenitor hiicrelerinin dolasimdayken sialyl Lewis-X ekspresyonunu gergeklestirdigi
ancak bu hiicrelerin bursa fabricius’a go¢ etmeleri sonucu sialyl epitopunun ekspresse

olmay1p sadece lewis-x ekspresyonunun gergeklesmesi ve hiicre gogiliniin durmasi sialyl
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Lewis-X ekspresyonunun zamana bagli oldugu ve siki bir sekilde kontrol edildiginin

gostergesidir.

sialyl Lewis-X proteininin kanser hiicrelerinde de ekspresse oldugu ve kanser
metastazinda rol oynadigi tespit edilmistir (Pinho vd 2007). Tiimér hiicrelerinde sLe-X
ekspresyonu diizeyindeki artis bu ya da benzer proteinlerin sadece gonadal hiicre

gociinde degil diger hiicrelerin gociinde de etkili oldugunu gosterir.

Yapilan bir ¢aligmada insan karsinoma hiicrelerinde sLe-X ekspresyonunda dnemli
derecede artis gozlenmistir ayrica ¢ogu klinik g¢aligmada tiimor ilerlemesinin ve
metastazin sLe-X ekspresyonu ile iliskisi oldugu desteklenmistir (Fukuda 1996). Tiimor
hiicrelerinde sLe-X ekspresyonundaki artis ve metastazin c¢alisilmas1 kansere

yaklagimda 6nemli olabilir.

sialyl Lewis-X’in gonadal hiicre gégiinde rol oynamasi ve kanser hiicrelerinde
Ozellikle metastazdaki rolii bu molekiilin molekiiler mekanizmasinin ortaya

cikarilmasini gerektirmistir.

Insan kanser hiicrelerinde hiicre adezyon molekiilii E-selektin i¢in bir ligand olarak
bilinen sialyl lewis-X’in flow sitometri yontemi ile ekspresyonunun incelendigi bir
calismada SGC-7901, BGC-823 ve MGC-803 olarak ii¢ mide kanser hiicre hattinda
sialyl lewis-X ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu fakat normal mide epitelyum hiicre
hatt1 olan GES-1’de sialyl lewis-X’in diisiik ekspresyon diizeyi oldugu gosterilmistir ve
bu c¢aligma immunohistokimyasal analizlerlede teyit edilmistir( Liu vd 2011). Ayrica
kolon kanser hiicrelerinde ve iiroteliyal kanser hiicrelerinde yapilan c¢aligsmalarda da
kanser hiicrelerinde sialyl lewis-X ekspresyon diizeyi normal hiicrelere gore yiiksek

bulunmustur (Malagolini vd 2007, Fujii vd 2000).

Bu molekiiliin kanser hiicrelerinin gdcilindeki etkisinin arastirilmasi  kanser
caligmalarinda 6nemlidir ve bu molekiiliin kanser hiicrelerinde c¢alisilmasi kanser hiicre

davraniglarinin belirlenmesine 151k tutar.
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6. SONUC

Embriyonal donemde esey hiicrelerini olusturmak icin farklilagmis olan primitif
cinsiyet hiicreleri; erigkin donemde erkeklerde testisleri, disilerde yumurta hiicresini
olusturur ve bu yiizden primitif cinsiyet hiicreleri embriyonal gonad dokularina gog
ederler. Kanatlh tiirleri ve memeli tiirleri arasinda primitif cinsiyet hiicrelerinin gog
yolagi farklilik gosterir. Kanatl primitif cinsiyet hiicrelerinin goc¢ii kan dolagimi yoluyla

gerceklesirken memeli primitif cinsiyet hiicrelerinin go¢li dokular arasinda gergeklesir.

Kanatlilarda primitif cinsiyet hiicrelerinin varlig1 gonad gelisiminden once “germinal
crescent” olarak bilinen ekstraembriyonik bdlgede tanimlanmugtir. Daha sonra CVH
proteini ile yapilan bir ekspresyon ¢aligmasinda primitif cinsiyet hiicrelerinin “germinal
crescent” den daha erken safhalarda da bulundugu saptanmistir. Primitif cinsiyet
hiicreleri 4-5SHH safhasinda “germinal crescent” bdlgesine ulasir ve buradan kan
dolagimi ile gonadlara go¢ ederler. Hiicre gocli esnasinda primitif cinsiyet hiicrelerinin
gelisimi hiicre yiizeyindeki makromolekiillerin ekspresyonuna baglidir. Kanatl primitif
cinsiyet hiicrelerinin belirlenmesi ve 6zgiin antikorlar yardimiyla ekspresyon analizleri

yapilmistir.

Bu amagclar dogrultusunda gerceklestirilen arastirmanin sonuglar1 asagidaki gibi

Ozetlenebilir:

e Bu calismada 20HH sathasinda bulunan bildircin embriyolarina bildircin
primitif cinsiyet hiicrelerinde ekspresyonu bilinen QH-1 antikoru uyguland: ve
ardindan yapilan DAB boyamasi sonucu primitif cinsiyet hiicreleri saptandi
20HH sathasinda primitif cinsiyet hiicrelerinin gonadal bdlgeye goge basladig
tespit edildi. Sonug olarak; QH-1 ile saptama, DAB ile goriintiileme yapildi.

e Primitif cinsiyet hiicreleri tarafindan sLe-X epitopunun ekspresse edilip

edilmedigini belirlemek i¢in pozitif kontrollerle birlikte immunohistokimya ve
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immunfloresans analizler yapildi. Sadece sialyl x epitopunu tantyan CSLEX-1

ve HECA antikorlar ile sLe-X — QH-1 ¢ift boyama yapildi

SLe-X — QH-1 c¢ift boyama sonucunda pozitif kontrol olarak kullandigimiz

tavuk Bursa fabricius’da her iki antikor i¢in de sLe-X ekspresyonu gosterildi.

QH-1 ile tespit edilen bildircin primitif cinsiyet hiicrelerinde ise sLe-X’in

ekspresse edilmedigi gosterildi.

sLe-X epitopunun maskelenmesi ve bu ylizden immunohistokimyasal analizin
belirlenememesi ihtimaline karsilik yapilan antijen retrival sonucunda sitrat
buffer ve edta-tris buffer soliisyonlar1 ile muamele edilen kesitlerde de DAB

boyamasi sonucu boyanma gozlenmedi.

sLe-X’in tavuk embriyolarinda primitif cinsiyet hiicrelerinin gonadal taslaga
goclinde rol oynadigi bilinir ancak bu molekiiler mekanizmanin tiim kanatl
tirlerinde bulundugunu gdsteren bir calisma yoktur. Calismamizda 20HH
sathasindaki bildircin embriyolar1 kullanilarak sLe-X ekspresyonu arastirilmig
ve ekspresyonu bilinen tavuk embriyolar1 pozitif kontrol olarak calisilmistir.
Aragtirmamiz  sonucunda slLe-X epitopunun bildircin  primitif cinsiyet

hiicrelerinde ekspresse edilmedigi tespit edilmistir.
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