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OzZET

Bu ¢alismada kisalan Bufo viridis larvasi kuyrugunun farkli boylarindaki programli hiicre
dlima iki farkli yontemle arastirildi. Ote yandan bu dénemlerde kuyrugun glikozaminoglikan
iceriklerindeki degisiklikler histokimyasal olarak belirlenmeye ¢aligildi.

incelenen farkli boydaki kuyruklarda, epitel, kas dokusu ve notokordada apoptotik
hlcrelere rastlanmistir. Epitel dokusundaki apoptotik hicrelerin, kondense kromatinleri ve
sitoplazmik gorinumleriyle tipik apoptotik morfoloji gosterdikleri gbzlenirken, apoptozise giden
cizgili kas dokusunda amorf yapilar ve dizensizlikler gézlenmistir. Notokordada ise apoptotik
kalintilara rastlanmistir. incelenen farkli kuyruk boylarinda GAG dagilimlarini belirlemek igin
yapilan Alcian blue boyamalarinda birbirine benzer sonuglar elde edilmistir. Buna gore, epitel,
bag ve kas dokusunda karboksillenmis glikozaminoglikanlarin yogun olarak bulundugu
belirlenmistir. incelenen gesitli boylardaki kuyruklarda GAG boyanmasi agisindan genel
anlamda bir farkhlik bulunmamasi, Bufo viridis larvasinin kuyrugunun kisalmasi sirasinda
kuyrugun GAG igeriginde bir degisiklik olmadigini diginddrmustur.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Baskalasim, Bufo viridis, Glikozaminoglikanlar, TUNEL.

VI



ABSTRACT

In this study, programmed cell death in different sizes of shortened Bufo viridis tadpole
tail was investigated by using two different methods. On the other hand, changes of
glycosaminoglycan structures in the tail were tried to identify by histochemically.

In the different length of tails, apoptotic cells were observed in epithelium, skeletal
muscle tissues and in notochord. While the apoptotic cells of epithelial tissue show typical
apoptotic morphology with condensed chromatins and cytoplasmic appearances, in the skeletal
muscle tissue going to apoptosis, amorphous structures and disorganizations were observed.
However, in the notochord, apoptotic residues are seen. By the Alcian blue stainings for the
investigation of GAG distribution in the different tail lengths, same results were taken. As a
result, carboxylated glycosaminoglycans were found intensely in epithelial, connective and
skeletal muscle tissues. Generally, according to the GAG staining properties, there was not any
difference among different tail lengths, therefore it is suggested that, there is not any differences
in GAG content in the Bufo viridis tadpole tail during the tail resorption program.

Key words: Apoptosis, Bufo viridis, Glycosaminoglycans, Metamorphosis, TUNEL.
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1. GIRIS

Hucre 6lumu iki temel yolla gerceklesir. Bunlardan biri programh hiicre 6luma, digeri ise
hasar sonucu meydana gelen nekrozdur. PHO, bir program tarafindan baslatimasi ya da
yuritilmesiyle karakterizedir. Gelisimde; organ ve doku sekillenmesi, baskalasimda; larval
hayata 6zgu yapilarin ortadan kaldiriimasi, doku dengesinin korunmasi, hasar gérmis ya da
organizma igin zararh olabilecek, timor hiicreleri ve organizmanin kendi hlicrelerine saldiran
lenfositler gibi hiicrelerin ortadan kaldiriimasi PHO ile gergeklesir. PHOniin bagkalasimda en iyi
g6zlenebilecedi canh gruplarindan biri “Kuyruksuz Kurbagalar’ (Amphibia, Anura) takimidir.
Tiroit hormonlari (6zellikle T3) etkisiyle kurbagaya donisen bir iribasta meydana gelen kuyruk
kisalmasi, barsak ve derinin yeniden yapilanmasi gibi degisiklikler ¢ciplak gézle dahi izlenebilir
(Nakajima et al, 2005).

Temin ve yetistiriimelerinin kolay olmasi, yumurtalarinin blyik olmasi ve suda
dollenmesi, gelisim sirasinda anaya badimliigin olmamasi gibi nedenlerden dolayr Anura
mensuplari, embriyoloji, hiicre déngusu ve gen ifadesi g¢alismalar igcin de model organizma
olarak kullaniimaktadir. Birgok Anur larvasinda ergin hale gelmek ve karaya ¢ikmak igin bir dizi
morfolojik dedisim gerceklesir. TUrkiye’de yayilis gostermeyen Eleutherodactylus cinsi Uyeleri
harig bltiin Anura’da suda gecgen bir larva asamasi mevcuttur (Jennings ve Hanken, 1998).
Bagkalasimda turlere gore degisiklik gdsteren surelerde, kuyruk ve solungag¢ gibi larvaya 6zgu
bazi organlarin tamamiyla yok olmasi, bacaklar gibi bazi yeni organlarin gelismesi ve deri,
barsak gibi var olan organ sistemlerin degisiklige ugramasi gibi bazi degisiklikler meydana gelir
(Berry et al, 1998). Bu calismanin materyalini olusturan Bufo viridis i¢in yaklasik 3 glin slren
kuyruk kisalmasi, epitel doku, bag doku, kas doku, sinir doku gibi birgok doku tipinde, hticrelerin
6lumanu ve hdcreler arasi matriksin yikimini gerektirir.

Bunun yaninda birgok hastaligin ortaya gikmasinda temel etken PHO mekanizmalarinin
bozulmasidir. Ornedin kanserde, hiicrelerin asiri ¢cogalma egiliminde olmalarinin yaninda
O0limslzlik kazanmalari da 6nemlidir (Evan ve Vousden, 2001). AIDS’te, HIV tarafindan
bagisiklik sistemi hiicrelerinde programl hiicre 6limu tetiklenmektedir ( Arnoult et al, 2004).
Alzheimer ve Parkinson da programli hucre ©6lumi mekanizmalarindaki bozulmalarin

neticesinde ortaya ¢ikar (Thompson, 1995).

1.1. PROGRAMLI HUCRE OLUMU TiPLERI

Kerr ve meslektaslari tarafindan 1972 yilinda bilimsel literatiire kazandirilan apoptozis
terimi uzun yillar PHO ile esanlamli olarak kullaniimis ve sadece Metazoa’ya 6zgi bir 8lim sekli
olarak tanimlanmistir. Yunanca iki kelimeden tiretilen apoptozis (apo: ayri, ptosis: dismek)

ifadesi mitolojide sonbahardaki yaprak dokimu igin kullaniimistir. Son yillarda yapilan



calismalarda PHO'niin Metazoa'ya 6zgii olmadigi, ayni zamanda mayalarda, bitkilerde (Doorn
ve Woltering, 2005) ve hatta bakterilerde de (Lewis, 2000) bulundugu, bunun yaninda PHOniin
apoptotik morfoloji goéstermeyen bigimlerinin oldugu da g0sterilmistir. BOylece apoptozis,
PHO'niin ézel morfolojiye sahip bir formu olarak tanimlanmaktadir (Edinger ve Thompson,
2004). Apoptozis i¢c veya dis uyarilarla baslatilabilen, gen urlnleriyle kontrol edilen,
surdlrulebilmesi icin enerji gerektiren, kendine 6zgi bir morfoloji gdsteren ve yangiya yol
acmayan bir siirectir. PHO giinimiizde (i¢ temel kategoriye ayrilmaktadir. Aralarinda morfolojik
ve biyokimyasal farklar olan bu yollar; apoptozis, otofaji ve lizozomal olmayan PHO'diir (Doorn
ve Woltering, 2005) (Sekil 1.1).

Otofaji (kendini yeme) morfolojik olarak nekroza benzemesine ragmen, PHO’niin farkli
bir sekli olarak tanimlanmigtir. Tlrler arasinda korunmus bu stratejide hicreler, kithk
durumunda hiicresel bilesenlerin eneriji Gretimi icin yikildigi bir hayatta kalma mekanizmasi olan
bu katabolik yola bagvurur (Ogier-Denisy ve Codogno, 2003).

Hiicre i¢i denge biyosentez ve katabolizma ile dizenlenir. Okaryotik hiicrelerde
proteazomal ve lizozomal sistemler olmak Uzere iki ana katabolik yol mevcuttur. Proteazomlar
kisa omurla proteinlerin yikiminda rol alir, lizozomlar ise hicresel proteinlerin blylk bir
bélumund olugturan uzun édmurlld proteinlerin yikimindan ve tumlne birden otofaji denen
organel geri donisiminden sorumludur. Otofajide sitozolde ¢ift zarli, organel ve sitoplazmik
hacim iceren bir vezikil olusturulur. Daha sonra bu otofagozom igerigin parcalanmasi ve geri
donlisimi icin lizozomlarca parcgalanir (Lockshin ve Zakeri, 2004). Bu yolun baslatiimasi
hlcrenin bir bélimdnin sindirilerek geri donlisimind saglayabildigi gibi, hiicrenin sindiriimeye
hazir hiicre pargalari haline gelmesiyle de sonuglanabilir (Edinger ve Thompson, 2004).

Lizozomal olmayan PHO ise; hakkinda ¢ok az sey bilinen, yeni tanimlanmig bir hiicre
Olum tipidir. Bu 6lim tipi lizozomal sistemlerle iligkisinin bulunmayisiyla diger 6lim tiplerinden
ayrilir. Nekrozda oldugu gibi organellerin sismesiyle baslar. Hicre 6limu bazi hicresel yollarin
durdurulmasiyla saglanir. Otofaji ve apoptozis 6zellikle Metazoa’'da sik gorilen hiicre 6lim
tipleri olmasina ragmen lizozomal olmayan PHO daha nadir gériilmektedir (Doorn ve Woltering,
2005).



Sekil 1.1. Apoptotik, otofajik ve nekrotik hicrenin morfolojik 6zellikleri. a- normal b-
otofajik c-apoptotik d- nekrotik. Apoptozisin morfolojik 6zellikleri iyi tanimlanmis olmasina
ragmen nekrotik ve otofajik 6lim arasindaki fark daha az aciktir. Hiicresel nekrozda doruga
ulasan ve ayrica otofajiyi de uyaran biyoenerjetik katastrofi yiziinden, otofaji ve programli
nekrozun aktiflestirildigi hiicrede sitoplazmanin vakuolasyonu goézlenir. Buna karsin normal ve
apoptotik hiicrede ATP seviyesi sabit tutulur ve bu, sitoplazmalarindaki otofajik vakuollerin
sinirh sayida olmasiyla tutarlidir (Gizimin yapilmasinda Abraham ve Shaham (2004)den

faydalaniimistir).




1.2. APOPTOTIK MORFOLOJi VE NEKROZLA FARKLARI

Kendine 6zgi morfolojiye sahip programh hiicre 6limi tipi olan apoptozis, ilk defa
morfolojik kriterlere gore tanimlanmis ve nekrozdan ayriimistir (Kerr et al, 1972). Nekroz, agir
bir fiziksel veya kimyasal hasar sonucu meydana gelen hicre 6lim tipidir. Hiicre i¢i enzimlerin
faaliyeti sonucu hiicredeki metabolik yollar bozulur ve diizensiz bir yikim gorulir. Hicre su
alarak siser, zar yapisi bozularak igerik hiicreler arasi alana doékulir ve genelde hicreler grup
halinde olurler. Apoptotik hiicrelerdeki morfolojik degisimler, elektron mikroskobu seviyesinde
oldukga kesin kanitlar sunar, 151k mikroskobu seviyesinde ise tecriibe kazanilarak belirlenebilir
(Kerr et al, 1994). Bu morfolojik degisimler, hlcre blzismesi, membranla sariimis hicre
fragmantasyonu, DNA’nin nukleazlarca pargalara ayrilarak g¢ekirdek periferinde yogunlasmasi
ve Olen hiicrenin komsu hiicre ya da makrofajlar tarafindan hizla sindirilmesidir (Sekil.1.2) (Kerr
etal, 1972).

Hiicrenin Su Kaybetmesi Apoptotik Kahntlar

(Blzlsme) ==

APOPTOZIS =—a

Kromatin Kondensasyonu
Cekirdek Fragmentasyonu

Zar Yapis1 Korunur

Hicre Zan BOtinlG§ind

NEKROZ

Sekil 1.2. Apoptozis ve nekroz arasindaki morfolojik farklar (Cell Biology: A Laboratory
Handbook’tan degistirilerek).



Apoptozise giden hicreler morfolojik olarak, hiicre bizismesi, kromatin yogunlagmasi,
sitoplazmik tomurcuklanma, apoptotik cisimcik olusumu ve apoptotik hiicre ya da cisimciklerin
fagositozu ile karakterizedir (Granville et al, 1998; Konopleva et al, 1999; Nagata, 1997).

Apoptozis biyokimyasal ve morfolojik olarak ¢ evreye ayrilabilir; 1) baglatma evresi, 2)
yuritme evresi, 3) dejenerasyon evresi (Sarastea ve Pulkki, 2000). Apoptozisin baslatiimasi
harici ve dahili yollarla olabilir. Harici yolda hiicre ylizeyinde bulunan 6lim reseptérleri gorev
alirken, dahili yolda Bcl-2 protein ailesi ve mitokondri dnemli role sahiptir (Alberts et al, 2002).
Apoptotik morfolojinin ortaya ¢ikmasinda anahtar roll ise kaspazlar (sistein iceren aspartata
spesifik proteazlar) olarak adlandirilan protein ailesi Ustlenir. Kaspazlar hiicre iskeletinin, birgok
hiicresel proteinin yikilmasinda ve apoptotik morfolojinin ortaya ¢ikmasinda gorevli diger
proteazlarin aktiflestirimesinde rol alirlar. Aktif bolgelerinde sistein igerdikleri ve substratlarini
aspartattan sonraki bélimlerinden pargaladiklari icin bu isim verilmistir. ilk kaspaz bir nematod
olan Caenorhabditis elegansta bulunmus ve CED-3 olarak adlandiriimistir. Kaspazlar
Hydra’dan memelilere kadar evrimsel olarak iyi korunmustur fakat programli hicre élimu
g6rildiga halde mayalarda, Dictyostellum’'da ya da bitkilerde bulunmaz. Mayalarda, (belki diger
organizmalarda da) kaspazlara benzeyen fakat fonksiyonlari hakkinda yeterli bilgi olmayan
metakaspazlar vardir (Madeo et al, 2002). Bu organizmalardaki hicre Oliumunin klasik
apoptozise benzememesi de kaspazlarin apoptotik morfolojinin kaspaz selalesi neticesinde
oldugu fikrini kuvvetlendirmektedir (Lockshin ve Zakeri, 2002).

Kaspaz Uretmeyen nakavt (knock-out) canlilarla yapilan calismalarda ve kaspaz
inhibitérlerinin  bulundugu durumlarda, apoptozisin indiklenmesi durumunda otofaji ya da
programl nekroz seklinde farkli morfolojiye sahip bir 6lim tipi gdzlenmektedir (Lockshin ve
Zakeri, 2002). Bugline kadar 14 tane kaspaz tanimlanmistir. Bunlardan sekiz tanesi apoptozis
sirasinda o6nemli roller Ustlenir. Tanimlanan ilk memeli kaspazi; kaspaz—1 ya da ICE’dir.
Apoptozisle iligkili kaspazlar iki temel bélimde incelenebilir: 1) Baglatici kaspazlar (kaspaz -2, -
8, -9, -10) ve 2) Yurutlcu (effector) kaspazlar (kaspaz -3, -6, -7) (Shi, 2002).

Kaspazlarin apoptotik rolleri 6nceden beri bilinmektedir, bunun yaninda son yillarda
yapilan c¢alismalar kaspazlarin ayni zamanda hucre ddngusunun dizenlenmesinde, hicre
¢ogalmasinda ve birgok hicrenin farklilagsmasinda rol aldiklarini da gostermistir (Sekil1.3.)
(Schwerk ve Schulze-Osthoff, 2003).

Apoptozisin son basamag! ise bozulan zar asimetrisi ve ortaya ¢ikan apoptotik sinyaller
araciligiyla taninan hacrelerin, komsu hicreler veya makrofajlar tarafindan sindirilerek ortadan
kaldiriimasidir (Grimsley ve Ravichandran, 2003). Sonugta, apoptozis yangi yanitinin ortaya

¢cilkmamasiyla, nekrozdan kesin olarak ayrilir.
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Sekil 1.3. Kaspazlarin apoptozis disindaki rollerinin sematik gosterimi (Semanin yapiimasinda
Schwerk ve Schulze-Osthoff (2003)’den yararlaniimistir.).



1.3. TIROIT HORMONUNUN ETKi MEKANIZMASI

Lipofilik yapisindan dolayi hiicre ve gekirdek zarini kolaylikla gegebilen tiroit hormonu,
cekirdekte bulunan reseptorleri aracihgiyla islev gorar (Sekil 1.4) ( Yen, 2001). Amfibi
bagkalasiminda bir ¢cok adim tioit hormonu etkisiyle gerceklestirilir (Cizelge 1.1) (Tata, 1999).
iribas blyime, gelisme ve baskalasimi gesitli hormonlarin etkilesimiyle gergeklesir. T4 olarak
sentezlenen tiroit hormonu, hedef dokularda monoiodinaz enzimiyle daha aktif bir formu olan
Ts'e donusturalir (Sekil 1.5). Tiroit reseptdrleri steroid reseptdr super ailesi Gyesidirler ve ligand
bagdimh transkripsiyon faktorleri olarak gérev yaparlar. Xenopus leavis'te iki a ve iki B olmak
Uzere toplam 4 tane tiroit reseptori bulunmaktadir (Denver et al, 1997). Bufo viridis’in tiroit
reseptorlerinin yapisi ve sayisi hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Hormon baglanan reseptdrler,
spesifik DNA dizilerine baglanarak hedef ¢ekirdek genlerinin sentezini aktive eder ya da
baskilarlar (Mihara et al, 1999). Tiroit hormonlarinin apoptozisi baslatma mekanizmasi da gen

ekspresyonunu etkilemesi araciligiyla gergeklesir (Zhou ve Brown, 1993; Brown et al, 1996).
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Sekil 1.4. Tiroit hormonunun ¢ekirdekteki etki mekanizmasi (Yen, 2001).
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Sekil 1.5. iribag biiylime ve gelismesini kontrol eden hormon trafigi. Diiz gizgiler hormon uretimi
ve salgilanmasini, kesikli gizgiler ise baska bir hormonun Uretimi ya da baska bir hormona
doénudsuiml Uzerindeki uyarict etkisini goOsterir. Ts;: Temel olarak T,Un dokularda
deiyodinizasyonuyla Uretilir, genellikle tiroit hormonu olarak kastedilen hormon budur. T,4: Tiroit
bezinde (Uretilir. Genel olarak T; oncili olarak bahsedili. PRL: Blylme, c¢ogalma,
osmoregulasyon ve deri gelisimini diizenleyen hipofiz hormonudur. GH: Blylimeyi dizenleyen
hipofiz hormonudur. CORT: Kurbagalarda interrenal dokulardan salgilanan steroid yapida bir
hormondur. Stres yaniti olarak metabolik cevaplari dizenler. CRH: Omurgalilarda stres yanitini
ve bazi kurbaga larvalarinda TSH Uretimini uyaran hipotalamik bir néropeptittir. ACTH: CORT
Uretimi ve salgilanmasini uyaran bir hipofiz hormonudur (Rose, 2005).



Cizelge 1.1. Amfibi baskalagimi sirasinda tiroit hormonuna morfolojik ve biyokimyasal yanit

cesitleri (Tata, 1999)

Doku Morfolojik Biyokimyasal
Beyin Yeniden yapilanma; akson gudimu | Hicre bdlinmesi; apoptozis;
ve gelismesi; hicre farklilagsmasi protein sentezi
Karaciger Yapisal farklilagma; yeniden Albumin ve lire déngiisii
yapilanma enzimlerinin géreve
baglamasi; hemoglobin yapi
degisimi
Goz Yeniden yerlesim; yeni retina Gorsel pigment gelisimi
noronlari; lens farklilagsmasi
Deri Yeniden yapilanma; Kollajen olugsumu; 63 kDa

Bacak tomurcugu,
Akciger
Kuyruk, Solungag

ince bagirsak,

Pankreas

Bagisiklik Sistemi

Kas

keratinizasyon; graniiler bez
olusumu

Yeni kemik, deri, kas, sinir vb.
olusumlar

Toplu doku gerilemesi ve yok
olmasi

Genis o6lgtide yeniden doku

yapilanmasi

Bagisiklik hiicrelerinin yeniden
yerlegimi

Blylme; gelisme; apoptozis

keratin

Hucre cogalmasi; gen
ekspresyonu

Programli hiicre oliimii; litik
enzimlerin faaliyeti

Yeni yapisal ve fonksiyonel

Ogeler

Yeni immunolojik yeteneklerin

kazanilmasi

Miyozin agir zincir faaliyeti
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1.4. APOPTOZIiSi BASLATAN UYARILAR

Apoptozis iki ana yolla baglatilir. Bunlar; hlcre yuzeyi 6lum reseptorlerine bagli harici
yol (Sekil 1.7) ve Bcl-2/Bax (Sekil 1.8) oranina bagh olarak mitokondriden 6lim aktiflestirici
proteinlerin salindigi dahili yoldur (Alberts et al, 2004). Harici yolda reseptdre ligandin
baglanmasi, adaptor proteinlerin, reseptorlerin hicre igindeki bélgelerine baglanmalarina neden
olur. Adaptdr proteinlerin 6lim etkili alanlari inaktif kaspaz—8 ile etkilesime girerek onu
aktiflestirir (Sekil 1.6). Kaspazlar, substratlarini 6zel aspartat bélgelerinden sonra yaran sistein
proteazlardir. Hedef bdlge spesifitesi, 4 aminoasit tanima bdlgesine ve hedef proteinin Gg¢
boyutlu yapisina baghdir. Kaspazlar diger kaspazlar tarafindan dahili aspartat bolgelerinden
yarilarak aktiflestirilebilen enzim onclilleri olarak sentezlenirler. Bununla birlikte, islenmemis
formlari da zayif katalitik etki gOsterebilir. Aktif kaspazlar beraberce enzimin aktif bdlgesini
olusturan bir kiiglik ve bir bly(k alt Gnite dimeri igerirler (Abraham ve Shaham, 2004). Aktiflesen
kaspaz—8 diger bir baslatici kaspaz olan kaspaz-3'u aktiflestirir. Béylece hicreyi programlanmis
olarak 6lume gotiren kaspaz selalesi baslatiimis olur. Bunun yaninda harici yolla aktiflestirilen
kaspaz—8 bir proapoptotik Bcl-2 ailesi Gyesi olan Bid'in aktiflesmesini saglayarak dahili yolu da
baglatir. Bdylece harici ve dahili yol birlikte aktiflestirilerek 6lim sinyali kuvvetlendirilmis olur
(Thorburn, 2004).

Yarilma Yanlma
_ DBiiged Bélgesi )
On Bélge L Biyiik Alt Unite l Kiglk Alt Unite
T - s =1 = =y .
Amino U | | Karboksili Ug
Katalitik Sistein

Sekil 1.6. Kaspaz aktivasyonunun genel prensipleri. inaktif kaspazlar 6n bélgelerinin
kopartilmasi ile aktif hale gegerler (Abraham ve Shaham, 2004).
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Sekil 1.7. Apoptozisin harici yolla aktivasyonu. FAS ve TNFR gibi 6lim reseptorlerine ligandin
baglanmasi, adaptér proteinlerin baglanmasina ve kaspaz-8'in aktivasyonuna neden olur.

Dahili yolda, Bcl-2/Bax oranina bagl olarak mitokondri zarinda olugan porlardan,
oksidatif fosforilasyonda kompleks Il ile kompleks IV arasinda bir elektron tasiyici olan sitokrom
¢ salinir. Sitokrom c, sitozolde Apaf-1, pro-kaspaz-9 ve dATP ya da ATP ile etkilesime girerek
“apoptozom” adi verilen bir yapi olusturur. Olusan bu yapi pro-kaspaz-9'un dimerizasyonuna ve
aktivasyonuna neden olur (Liu, et al, 1996).

Aktiflesen kaspaz-9 diger baslatici kaspazlari aktiflestirir ve kaspaz selalesi baslatilir.
Mitokondriden, apoptozomun bilesenlerinden biri olan sitokrom c’'nin disinda, apoptozisi
tetikleyen baska molekuller de salinir. Bunlardan bazilari; SMAC, AlF, endonukleaz G ve bir
serin proteaz olan HtrA2’dir (Gurp et al, 2003).
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Sekil 1.8. Dahili yolda mitokondrinin roli (Regula et al, 2003).

1.4.1. Bcl-2 Ailesi

ismini, ailenin prototipi sayilabilecek, bir protoonkogen olan Bcl-2'nin ilk defa gézlendigi
lenfomali B hucrelerinden almistir. Bcl-2 ailesi, apoptozisi hem tetikleyebilen hem de
baskilayabilen Uyelere sahip, oldukga genis bir protein ailesidir (Regula et al, 2003).

Apoptozisi baskilayan Bcl-2 iiyelerine 6rnek olarak Bcl-2, BclxL, Bcl-W, Bfl-1, Mcl-1 ve
A1, tetikleyenlere dérnek olarak da Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Bik, Bok, BNIP3, Nix ve Hrk
verilebilir. Bu iki farkli grubun Gyelerinin orani hiicrenin yasamasini ya da dlmesini belirler. Bcl-2
ailesi Uyeleri mitokondrideki iyon kanallarini (PTP) etkileyerek apoptozisi tetikler. Bcl-2 ailesi
Uyeleri degisik hlicre igi zarlardan (mitokondri, endoplazmik retikulum, c¢ekirdek zari)
sentezlenirler (Wride Et al, 1999).

Bu ailenin Uyeleri, homoloji gdsteren ve homolojileri aktivitelerini belirleyen, BH adi
verilen alt birimlere sahiptir (Gurp et al, 2003). iribas metamorfozunda T5'lin bir pro-apoptotik

Bcl-2 ailesi Uyesi olan Bax'in ekspresyonunu arttirdigi gésterilmistir (Hanada et al, 2003).



13

1.5. APOPTOTIK HUCRE KALINTILARININ TANINMASI VE ORTADAN
KALDIRILMASI

Apoptozisle 6len hiicrelerde ortaya c¢ikan “beni ye” sinyalleri fagositlere, 6len hiicrenin
taninmasi ve sindiriimesi icin etiketler sunar (Sekil 1.9). Bu sinyaller; hiicre ylizeyinde yeni
molekullerin gérinmesi (fosfatidilserin ve Annexin | gibi), ylizeyde zaten var olan molekillerde
degisiklikler (ICAM-3 ve CD31) ve hicre ylzeyinin elektriksel yukinin degismesidir. Dolayl
“beni ye” sinyalleri apoptotik hicre yuzeyi ile serum proteinlerinin 6zel etkilesimi yoluyla
gorulebilir. Apoptotik hiicrenin ylzeyini kaplayip onlari fagositlere baglayabilen bu hiicreler arasi
kopri molekilleri, fagosit reseptorlerinin gogu igin tanima bolgeleri sunarak, apoptotik hicreleri

fagositoza uygun hale getirir ( Grimsley ve Ravichandran, 2003).

Yagayan { | - | Apoptotik Hiicre
Hiicre | \
r -. I
# PidSer fCa™?
e akch - 1 L
By -~ s - —
Beni yeme Lo

Sekil 1.9. Apoptotik hiicre ile yasayan hiucre arasindaki bazi farkli karakterler. Yasayan hucreler
beni yeme sinyalleri gosterirler (fagositlerin baglanmasini ve uyariimasini engelleyen CD31
gibi). Apoptotik hlcre yuzeyinde ise fosfatidilserin ve annexin | (muhtemelen henlz
tanimlanmamis baska ligandlar da) dis zarin dis yizeyine gikarak fagositlerin 6len hicreyi
tanimasini ve uyariimasini saglar. Ek olarak apoptotik hicre yilzeyinde degisime ugrayan
CD31, fagositlerin baglanmasini ve uyariimasini saglarken ¢oziinebilir “gel beni al” sinyalleri
(LPC: sari elipsler ve diger molekdller: turuncu elipsler) de salgilanir. Bazi serum faktorleri (mavi

hilaller) veya LPC metabolitleri “gel beni al” sinyali olarak fonksiyon gosterebilir

(Grimsley ve Ravichandran, 2003).
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1.6. Bufo viridis Laurenti 1768’in SISTEMATIGIi VE BiYOLOJIK-EKOLOJIK
OZELLIKLERI

Alem : Animalia
Boélum : Chordata
Sinif  : Amphibia
Takim : Anura
Cins : Bufo

Tur : Bufo viridis

Amphibia, omurgali hayvanlarin bir sinifini teskil eder ve embriyolojik gelisimde amnion
zarinin bulunmayigi baliklarla ortak bir 6zelliktir. Bu nedenle baliklar ve amfibiler omurgalilarin
Anamnia grubunu meydana getirirler. Diger taraftan doért ayakli omurgalilarin birinci sinifini
olustururlar. Amphibia terimi Yunancadan kokenlenen bir kelime olup ¢ift yagsamh anlamina
gelmektedir (amphi: cift, iki tarafli, bios: yasam). Bunun nedeni de Amphibia sinifinin birgok
mensubunun kismen karada kismen suda yasamasidir. Genel olarak larvalar suda gelistigi gibi
larva evresi de suda geger; ergin evrede karaya ¢ikanlarin cogu da ureme zamaninda suya
gider.

Amphibia sinifinin tGg¢ takim vardir, bunlar: Apoda, Urodela ve Anura’dir.

Anura (kuyruksuz kurbagalar) takiminin Ulkemizde yayilim gosteren bes familyasi
vardir. Bu ¢calismada kullanilan Bufo viridis tirt bunlardan Bufonidae familyasina dahildir. Anura
takiminin familyalari degisik gelisim asamalarinda, sadece morfolojik karakterlere bakilarak
tayin edilebilir. Bufonidae familyasinin ergin formlarinin belirleyici 6zellikleri cene ve damakta
dis bulunmamasi, parotoidlerin ¢ok belirgin olmasi, derinin puartikli olmasi ve arka bacaklarinin
¢ok uzun olmamasidir. Bufo viridis’in belirleyici 6zellikleri ise;

1. Parmaklarinin altindaki tiberkullerin tek sirali olmasi, arka ayaklardaki tarsus bolgesinin
ic kisminda bir deri kivrintisinin bulunmasi,

2. Genel olarak gri veya zeytin yesili beyazimsi sirt rengi Uzerinde daha koyu renkte yesil
lekelerin bulunmasi (bazi bireylerde, 6zellikle disilerde, kirmizi lekeler de gorilebilir)

(Sekil 1.10),

3. Canli drneklerde g6zln iris tabakasinin yesil veya yesilimsi sari olmasi,

Kulak zarlarinin nispeten belirgin olmasidir.
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Sekil 1.10. Bufo viridis’in genel gorinusu (http://www.whose-tadpole.net/key-to-adult-
amphibia/B-viridis.htm).

Familyalar yumurta birakma sekillerine gore de tayin edilebilir: Bufonidae familyasi Uyeleri
uzun ve iki sirali kordon seklinde yumurta birakir. Bufo viridis yumurtalarinin karakteristik
Ozellikleri ise yaklasik 3—4 m uzunlugunda, cift sirali, 1-1,5 mm ¢apinda 10-12 bin yumurtadan
olusan bir kordon seklinde olmasidir (Sekil 1.11).

Larval asamada ise Bufo turleri, spirakulumun sol tarafta tam geriye donuk, antisiin medyan
hat tzerinde ve kuyrugun arka tarafinin yuvarlak olmasi ile belirlenebilir. Bufo viridis larvasinin
tipik 6zellikleri ise 40—45 mm boyunda olmasi (bunun yaklasik 3/5’i kuyruktur), kuyruk ucunun
oldukga yuvarlak olmasi ve kuyruk ylzgecinin az sayida kahverengi leke icermesidir. Ayrica
larvalarin agiz tipleri de tiire 6zgiidir (Sekil 1.11, Sekil 1.12) (Ozeti ve Yiimaz, 1994).
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Sekil 1.11. Bufo viridis larvasinin genel sekli, adiz yapisi ve Bufo viridis’e 6zgl yumurta kordonu
(Ozeti ve Yiimaz, 1994).

LI 1Y

Sekil 1.12. Bufo viridisin degisik larval agamalari. V: ventral, D: dorsal (http://www.whose-
tadpole.net/key-to-tadpoles/B-viridis-LARVAE.htm).
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1.7. GLIKOZAMINOGLIKANLAR VE APOPTOZIiS

Hiicre ylzeyi karbonhidrat baglayan proteinlerinin (lektin) kesfi (Drickamer, 1988) ile
hicre yuzey glikoprotein, glikolipid ve proteoglikanlarindaki karbonhidrat zincirlerinin, htcreler
arasi tanima olaylarinda ve bu olaylarin 6nemli oldugu fertilizasyon, gelisim, patojen-konak
etkilesimleri gibi birgok sistemde tanima molekiilleri olarak rol aldigi ortaya konmustur (Feizi,
1981; Tang et al, 1985; Sharon ve Lis, 1989; Brandley, 1991; Brandley et al, 1992; Varki, 1997).
Apoptozis ile glikozilasyon arasindaki iligki sialik asidin apoptozisin modilasyonunda rol almasi
ile ortaya konmustur (Kim et al, 2004). Ote yandan Fas gibi ézel hiicre yiizey reseptérlerindeki
sialik asidin azalmasinin hicreleri apoptozise duyarli hale getirdigi bildirilmistir (Suzuki et al,
2003; Keppler et al, 1999). Benzer sekilde apoptozis sirasinda sialik asidin tim hucresel
dizeyleri azalmaktadir (Murrell et al, 2004). Bunun tersine, apoptozisin erken evresinde baska
bir hiicre ylzey glikoproteinindeki sialik asit dizeyinin arttigi goézlenmistir (Eda et al, 2004).
Bilinen tek bir sialik asit sentezi diizenleyicisi varken apoptotik hiicre éliminde, molekullerdeki
sialik asit dizeylerinin nasil farklilik gésterdigi konusunda bilgi yoktur (Murrell et al, 2004).

Son yillarda S-tip lektinlerden laminin (Zhou ve Cummings, 1990), fibronektin (Ozeki et
al, 1995) ve lizozom ile iligkili membran proteinleri (Do et al, 1990) gibi farkli glikoproteinlerdeki
B-galaktoz yapilarina baglanma yetenedi olan Galektin-1'in  memelilerde T hucresi
apoptozisinde diizenleyici bir rol Ustlenmesi (Baum ve Pace, 1997; Perillo et al, 1997),
TNFo'nin glikozillenmis ligandi (glikozilfosfatidil inozitol glikan) ile iligiginin kesilmesinin TNFo
araciligi ile apoptozisi ortadan kaldirdiginin kanitlanmasi (Yamashita ve Fukushima, 2004),
hiicreler arasi matriksin ana glikozaminoglikani olan hyaluronik asidin bir makrofaj hiicre soyu
olan U937 hiicrelerinde (Kyle et al, 2004) ve dendritik hiicrelerde (Yang et al, 2002) apoptozise
neden olmasi, heparin-heparan siilfat ile etkilesen proteinin anti-apoptotik bir peptid olmasi ve
anti-kanser ilaglari ile gergeklesen apoptoziste dizenleyici bir rol igermesi (Liu et al, 2004),
sentetik bazi glikozaminoglikanlarin  kanser hucrelerinin  proliferasyonunu inhibe edip
apoptozislerini indiklemesi (Pumphrey et al, 2002) ve heparinin ¢esitli hicre tiplerinde
apoptozis inhibitdri olarak gérev yapmasi (Ishikawa ve Kitamura, 1999) gibi bulgular da
glukokonjugatlarin apoptoziste rol aldi§ini ortaya koymaktadir.

Bu yapilardan GAG’lar dallanma gdstermeyen tekrarlayan disakkarit dizilerinden olusan
poliheterosakkaritlerdir. Hlicre ylzeylerinde ve hiicreler arasi matrikste bulunan negatif yikli bu
yapilar ¢ok sayida proteinle etkileserek matriks organizasyonunda, hlcre goglinde, hucre

adezyonunda, farklilasmasinda, gelisiminde ve apoptozisinde rol alirlar (Davies et al, 2001).

Bu calismada, giriste 6zetlenen bilgiler 1s1ginda, kisalan Bufo viridis kuyrugunda
apoptotik hlcrelerin yerlesimleri, morfolojileri ve saglam hucrelere orani, ayrica kuyrugun GAG

icerigindeki degisikliklerin belilenmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. HAYVANLARIN TOPLANMASI VE YETISTIRILMESI

Ornekler, Celal Bayar Universitesi Muradiye Kampusu civarindaki su birikintilerinden
Mart 2003 ve Mart 2004 aylarinda yumurta halinde toplanmistir. Yaklasik uzunlugu 3 m. olan
yumurta kordonunun yaklasik 1 m.si alinarak dip kismina 5 cm yuksekliginde yikanmis dere
kumu ve 10 cm yuksekliginde birikinti suyu konulmus plastik kaplara, sarsilmamalarina 6zen
gosterilerek yerlestiriimis ve kaplar, giines 15131 almasi saglanacak sekilde konumlandiriimistir.

Yumurtalarin mdasilaj kilift yok oluncaya kadar suyun c¢alkalanmamasina 6zen
gOsterilmigtir. Larvalarin boyutlar arttikga oksijen ve besin ihtiyaci da arttidi icin, larva sayisinin
litre basina iki taneyi gegmemesi saglanmigtir. Larvalarin protein ihtiyaglarini karsilamak igin
haslanmis yumurta sarisinin kurutularak un halinde su Uzerine serpilmesi yeterli sonucu
vermistir. Larvalarin oksijen ihtiyaglarini karsilamak igin kutu igindeki suyun yaklasik 1/3’U
ortalama ¢ gunde bir degistiriimistir. Seffaf bir kaba alinmis havuz suyunun giines alan bir
yerde bekletiimesiyle alg kultiri hazirlanmis ve larvalarin sulari degistirilecegi zaman bu
kultirden iki kisim alinip, Uzerine bir kisim havalandirilmis ve bir glin bekletiimis gesme suyu
eklenerek kullaniimig veya yumurtalarin alindigi su birikintisinden alinan su dogrudan
kullanilmigtir. Alg kdltdrinin yaninda kaynar suda birka¢ dakika tutularak haglanmis i1spanak,
marul veya semizotu ufak parcgalar halinde ezilerek larvalara verilmistir. Larvalarin hem oksijen
ve besin gereksinimlerini kargsilamaya yardimci olmasi hem de tutunacak substrat olugsturmasi

icin kutu igindeki kuma su bitkileri ekilmigtir.

2.2. KUYRUKLARIN ELDESI, FIKSASYON, KESIT ALMA ve BOYAMA

Ornekler, yetigtirilen larvalarin kuyruk boyunun 15 mm, 10 mm ve 5 mm’ye kisalmasi
beklenerek 3 grup seklinde alinmistir. Calisilan tirin sogukkanl olmasi nedeniyle herhangi bir
anestezi uygulanmamig, +4 °C’de birka¢ dakika tutularak uyutulmus ve kuyruklar jiletle
kesilerek fiske edilmistir.

Fiksatif olarak fosfat tamponlu %10 formalin, Bouin’s ve Saint Marie fiksatifleri
kullaniimigtir. Tum fiksatifler i¢in, 1 gun fiksasyon yapilmis daha sonra tamponlu formalin ve
Bouin’s i¢cin %70’den, Saint Marie fiksatifi icin %95'den baslayarak artan alkol serilerinden
gegcirilerek sudan kurtariimig, ksilol ile seffaflastinimis ve parafine géomilmistir. Elde edilen
parafin bloklardan Microm HM325 marka mikrotomla 5 pym kalinliginda kesitler alinmistir.
Kesitler yumurta aki ve gliserin ile hazirlanan adezifle kaplanmig lamlar izerine distile su iginde
acilarak yerlestiriimis, 45 °C’ye ayarlanmis isitici tabla Gzerinde kurutulmustur. Ardisik kesitler 5

farkl lam Gzerine gruplar halinde (1. kesit 1. lama, 2. kesit 2. lama,.., 6. kesit 1. lama, 7. kesit 2.
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lama seklinde) alinarak ayni bdlgelerin farkli lamlar Uzerinde yakalanmasi amaclanmistir.
Uzerine kesitlerin yapigtirildi§i lamlar standart histolojik yéntemler uygulanarak deparafinize
edilmis, inen alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edilmistir. Genel histolojik yapiyi gérmek ve
apoptotik hicreleri belirlemek icin kesitler hematoksilen-eozin ile boyanmigtir. Farkli kuyruk
boylarinda ve apoptotik hicrelerde glikozaminoglikan degdisimlerini  belirlemek igin
glikozaminoglikanlara 6zgu katyonik bir boya olan Alcian blue’nun farkli pH ve farkli MgCl,
konsantrasyonlari ve periyodik asit Schiff kompleksi kullaniimistir. Alcian blue’nun farkli pH ve
MgCl, konsantrasyonlarindaki boyama 6zellikleri cizelge 2.1°de belirtiimistir. Kesitler Alcian blue
pH 5,7 ‘de 0,025 M ve 0,3 M MgCl, konsantrasyonlarinda 18 saat, pH 2,5de 30 dakika
boyanmistir. Karsit boya olarak PAS (Periyodik Asit, Schiff) kullaniimistir. Apoptotik hiicrelerin
Ozel olarak belirtiimesi igin TUNEL ydntemi kullaniimigti. TUNEL boyama DeadEnd™
Colorimetric TUNEL System (Promega Cat# G7130) kullanilarak, kit ile beraber verilen yénteme
uygun sekilde yapilmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan histokimyasal yontemler ve kullanim amaglari

YONTEM AMAC

H+E Genel histolojik yapinin belirlenmesi

Apoptotik hicrelerin belilenmesi

TUNEL Apoptotik hicrelerin DNA kiriklarina gére belirlenmesi

%0.1 Alcian Farkh boylarda kuyruktaki glikozaminoglikan yapisinin belirlenmesi
blue pH 5.7 Apoptotik hicrelerdeki glikozaminoglikan degisikliklerinin

0.025 M MgCl, | belirlenmesi (Quintarelli et al, 1964; Scott et al,1964; Scott ve
Dorling, 1965)

%0.1 Alcian Farkli boylarda kuyruktaki glikozaminoglikan yapisinin belirlenmesi

blue pH 5.7 0.3 | Apoptotik hiicrelerdeki glikozaminoglikan degisikliklerinin

M MgCl, belirlenmesi (Quintarelli et al, 1964; Scott et al,1964; Scott ve
Dorling, 1965)
%1 Alcian Farkh boylarda kuyruktaki glikozaminoglikan yapisinin belirlenmesi

blue pH 2.5 Apoptotik hicrelerdeki glikozaminoglikan degisikliklerinin

belirlenmesi (Spicer ve Meyer, 1960)
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Cizelge 2.2 Alcian blue’nun degisik pH ve MgCl, konsantrasyonlarinda boyama 6zellikleri

YONTEM Mavi Boyanan Glukokonjugat
AB pH 5.7 0,025 M MgCl, Siilfatlanmig Glikoproteinler
Karboksillenmis GAG'lar
Hyaluronik asit

Silfatlanmis GAG'lar
Kondroitin siilfat

Dermatan silfat

Heparan silfat

Heparin

Keratan siilfat

AB pH 5.7 0,3 M MgCl, Siilfatlanmis GAG'lar
Kondroitin stlfat

Dermatan sulfat

Heparan silfat

Heparin

Keratan siilfat

AB pH 2.5 Asit miisinler

2.3. MIKROFOTOGRAFi

Boyamalardan sonra kesitler Olympus CX21 mikroskopta incelenmis ve fotograflari
Nikon CoolPix 4500 dijital fotograf makinesi ile c¢ekilmistir. Fotograf c¢ekimleri okulerden
yapiimig, 4x optik biyitme ve sonsuz odak kullaniimis, fotograf boyutu olarak 4.0 Mpixel ve
Fine Quality ayarlari kullanilmigtir. Kullanilan her objektif icin fotograf makinesi ayarlari sabit
tutularak mikrometrik lam ¢ekilmis, Photoshop 8.0 bilgisayar programinda (Adobe Systems Inc.)
bu fotograflardan vyararlanilarak uzunlugu bilinen cizgiler olusturulmus ve fotograflara
eklenmigtir. Genel gorinus veren fotograflar pargalar halinde cekildikten sonra Photoshop 8.0

bilgisayar programinda (Adobe Systems Inc.) birlestirilmis ve bar eklenmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Bufo viridis’in GELISIMi VE BASKALASIMI

Bufo viridis'in C.B.U. Muradiye Kampusu civarindaki giftesme dénemi hava sartlarina
da bagli olarak Subat ortasindan Mart ortasina kadar devam eder. Havalarin isinmasiyla birlikte
erkeklerin g¢ikardigi polis dudigine benzeyen ciftlesme cagrilari duyulmaya baslamistir.
Ozellikle geceleri ampleksus halinde ciftlere rastlanmistir. Larvalarin yumurtadan cikarak
serbest hale gelmelerinin yaklasik bir hafta sirdigu gézlenmistir. Haziran ayi ortasina kadar,
kurumamis su birikintilerinde, larvalarin oldugu géralmastar.

Batan larvalar ayni ebeveynlere sahip olmalarina ve ayni kosullarda yetistiriimelerine
ragmen, on bacadin tam tesekkUli ve kuyrugun kisalmasinin bireyler arasinda farkllik
gOsterdigi gozlenmigtir. Bir bireyin 6n ayaklarin tam tesekkulinden sonra kuyrugunun geri
emiliminin yaklasik ti¢ giin strdiigi gézlenmistir. On ayaklarinin olusumuyla larvalarin, baslarini
sudan ¢ikararak kara solunumu yapmaya basladiklar gorilmustir (Sekil 3.1). On ayagi tam
olarak olusmus larvalar altmis glin sonunda goérilmeye baslamasina ragmen, yetmis ikinci
ginde kuyruk kalintisina sahip jlveniller de goérilmuastir. 42 milimetre olarak kaydedilen en
uzun larvada kuyruk boyu 27 milimetre olarak dlgulmustir. Baskalasimi tamamlamig jlvenillerin

boylari ise 15—16 milimetre olarak élgulmustar.

Sekil 3.1. Kuyrugu kisalan Bufo viridis. l1zgaralar: 1 cm x 1 cm
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On bacaklarin tesekkiilinden hemen &nce, derideki pigment degisimleri, gozlerin
median hatta dogru kaymasi ve bagirsaklarin kisalmasi ¢iplak gézle izlenebilmektedir. 27 mm
uzunluga sahip kuyrugun tamamen geri emilmesine ragmen gdvde boyutlarinda dikkat ¢ekici bir

degisiklik géralmemigtir.

3.2. KUYRUK HiSTOLOJiSi

Kuyrugun frontal ve sagittal kesitlerinde en dista tek sirali bir epitel tabaka goéralir.
Bunun altinda tek sirali bir fibroblast tabakasi yer alir. Bu tabakanin altinda kuyrugun ortasina
yakin gegen frontal kesitlerde dogrudan cizgili kas tabakasiyla karsilasilir ve ayni kesitte hem
notokordayr® hem de spinal kordayr gérmek zordur. Notokordayi gevreleyen bir fibroblast
tabakasi vardir. Kuyrugun ortasina yakin gegen sagittal kesitlerde ise fibroblast tabakasinin
altinda, oldukc¢a genis ve hicreler arasi matriks elemanlarinca zengin bir bag dokusu yer alir
(kuyruk yuzgecleri). Cizgili kas tabakasi segmentler halinde bu bag dokunun altinda yer alir.
Bunun altinda ise ventralde notokorda, dorsalde de spinal korda yer alir. Hem epitel dokunun
altinda yer alan subepidermal fibroblast tabakasinin, hem de notokordayi ¢evreleyen fibroblast
tabakasinin kuyruk kisaldik¢a kalinlastigi gézlenmistir.

Kuyrugun transvers kesitlerinde ortaya yakin olarak notokorda ve bunun dorsalinde de
spinal korda gdzlenir. iki lateralde cizgili kas tabakasi yerlesmistir. Notokordanin ventralinde
kuyruk atardamari ve kuyruk atardamarinin ventralinde de kuyruk toplardamarinin bag doku
icine yerlesmis oldugu gorulir. En dista tek sirah bir epitel tabakasi, bunun altinda da tek sirali

bir fibroblast tabakasi yer alir. Pigment hiicreleri kan damarlarinin ve kas dokusunun etrafinda

yogunlasmistir. Pigment hicreleri bag doku iginde, 6zellikle ylizgecte, daha diizensiz ve
seyrektir (Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.14a, Sekil 3.15a, Sekil 3.16a).

@ B e pl e B

Sekil 3.2. Kuyrugun sagittal kesiti. N: Notokorda, BD: Bag doku, FT: Fibroblast tabakasi, ED:
Epitel doku, PH: Pigment hicresi, DKD: Dejenere kas dokusu, KD: Kismen saglam kas dokusu
(H-E)

* Notokorda; biitiin omurgalilarin embriyolarinda, dorsal olarak, boyuna uzanan, segmentsiz ve

bikulebilir sopa seklinde bir uzantidir. Omurgalilarin gelisiminde omurga, notokordanin yerini
alir (Demirsoy, 1998).



23

Sekil 3.3. Kuyrugun transvers kesiti. (BD: Bag Doku, KD: Kas Doku, KA: Kuyruk
Atardamari, KV: Kuyruk Toplardamari, N: Notokorda, SK: Spinal Korda, PH: Pigment Hucresi)
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3.3. APOPTOZIS

Kuyruk kisalmasi esnasinda dig epitel tabakasindaki hicre sayisinda artis meydana
gelir, tabaka cok sirali bir gériinim kazanir. incelenen her {i¢c kuyruk boyunda da hiicrelerin
bulunduklari substratumdan koparak apoptozise gittikleri gorulur (Sekil 3.4), bu sirada kuyruk
tamamen emilinceye kadar butinlik korunur, yerel kopmalar dahi gértilmez. Epitel tabakadaki
apoptotik hicrelerin, diger hiicrelerden ve hiicreler arasi matriksten kopmalari, kromatinlerinin

yogunlagsmasl ve zar yapisi daglimadan apoptotik cisimler haline gelmeleri apoptotik

morfolojinin tipik 6zellikleridir.

Sekil 3.4. 10 mm kuyrukta epitel tabakada apoptotik hiicreler. Oklar apoptotik hiicrelerden

bazilarini gosteriyor. (H-E)

Apoptozise 6zgu DNA kiriklarini belirlemeye yonelik TUNEL uygulamasinda da epitel

tabakasinda yogun olarak apoptotik hiicrelere rastlanmistir (Sekil 3.5 ve 3.6).
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20 ym

Sekil 3.5. 40 X objektifle 5 mm kuyrukta epitel tabakada apoptotik hiicreler. Ok, epitel

tabakadaki TUNEL pozitif hiicrelerden birini, ok ucu ise bir pigment hiicresini gosteriyor.

-,
%

"
’
’

&

Sekil 3.6. 100 X objektifle 5 mm kuyrukta epitel tabakada apoptotik hiicreler.

10 ym

Ok, epitel tabakadaki TUNEL pozitif htcrelerden birini gosteriyor.
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incelenen her ii¢ kuyruk boyunda da frontal ve sagittal kesitlerde kas tabakasinin
fragmanlar halinde apoptozise gittikleri géralur (Sekil 3.7). Kas tabakasinin apoptozisinin digtan
ice dogru gercgeklestigi gorilmustur (Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16). Kisalan kuyruk hareket
ettirilebiliyor olsa da islevsel degildir. Kas dokusundaki apoptotik fragmanlarda, kasin kendine
has fibriler yapisini kaybettigi ve kas bantlarinin kaybolarak hiicrelerin amorf bir hal aldiklari
gorulmuistir. Kuyruk boyu 5 milimetreye kadar kisalincaya degin kuyruk ylzgecleri makroskobik
olarak gortilebilir.

B ‘h.n \ & 1
Sekil 3.7. 10 mm kuyrukta kas dokusunda apoptozis. Ok, apoptotik fragmanda, kromatini

yogunlasmis bir apoptotik cismi, yildiz ise kismen saglam kas lifini gosteriyor. (H-E)
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Sekil 3.8. 5 mm kuyrukta kas dokusunda apoptozis. Yildizlar kismen saglam kas

dokusunu, ok uglari ise TUNEL pozitif apoptotik kas hiicrelerinden bazilarini gésteriyor.
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incelenen her lc kuyruk boyunda da notokordanin geri emiliminin tipin ug kismindan
basladigi gézlenmistir, ayrica notokordadaki apoptozisin notokorda kilifini olusturan fibroblast
tabakasiyla temas eden hicrelerden basladigi gézlenmistir (Sekil 3.9 —Sekil 3.10). Dejenere
notokordada boyutlarinin diger hicrelere gbére buyuk olmasi ve dallanmis uzantilariyla

makrofaja benzeyen hiicrelere rastlanmistir.

'y

.
» x‘ R oT

Sekil 3.9. 5 mm kuyrukta kalinlasan fibroblast tabakasi ve notokorda. N: Notokorda, Ok ucu;
fibroblast tabakasini, kalin ok makrofaj benzeri bir hiicreyi, ince ok ise fibroblast tabakasi

yakinindaki apoptotik cisimleri gésteriyor. (H-E)
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5 3 4 =5

Sekil 3.10. 5 mm kuyrukta kalinlagan fibroblast tabakasi ve notokorda. Ok ucu fibroblast

tabakasini, ok ise TUNEL pozitif boyanan, apoptotik cisimleri gosteriyor.

Sekil 3.11. 5 mm kuyrukta notokordadaki TUNEL pozitif hiicreler.
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3.4. ALCIAN BLUE BOYAMALARI

Kuyruk boyuna bagh olmaksizin 0,3 M MgCl, konsantrasyonunda pH 5,7 ve PAB
boyamalar birbirine yakin sonuglar vermistir. Alcian Blue boyanmasi kemik dokusundaki kuvvetli
boyanma ve bag dokudaki zayif boyanma ile sinirhdir. PAS boyanmasi ise oldukg¢a kuvvetli
olarak her tabakada goézlenir. 0,025 M MgCl, konsantrasyonunda pH 5,7 karsit boya olarak
PAS’ta ise bad dokudaki boyanma kuvvetlenir, kas dokusundaki fasialarda ve dejenere olmus
kas fragmanlarinda da yogun boyanma gézlenir. Her ¢ kuyruk boyu igin, her ti¢ AB boyamasi
ve hematoksilen-eozin boyamasi sonuglari genel gorintl olarak verilmistir (Sekil 3.14, Sekil
3.15, Sekil 3.16).

3.4.1. Epitel ve Bag Dokusunda Alcian Blue Boyamalari

Epitel ve bag dokuda AB boyamalari her i¢c kuyruk boyu icin benzer sonuglar vermistir
(Sekil 3.12, Cizelge 3.1).

AB’nin silfatlanmis glikoproteinler, ¢ekirdek asitleri, karboksillenmis ve sulfatlanmig
GAG’lar boyadigi 0,025 M MgCl, konsantrasyonunda AB pH 5,7-PAS boyamada, kuyruk
boyuna bagli olmaksizin, apoptotik ve apoptotik olmayan tim epitel hlcrelerinin ylzeylerinde
yogun boyanma gozlenmektedir. Bag doku ve subepidermal fibroblast tabakasi da genel olarak
yogun boyanir. Epitel dokunun en dis tabakasinda ve subepidermal fibroblast tabakasinda ise
boyanma goérilmez (Sekil 3.12, Sekil 3.14b, Sekil 3.15b, Sekil 3.16b, Cizelge 3.1).

AB’nin zayif ve kuvvetli olarak stlfattanmis GAG’lart boyadigi 0,3 M MgCl,
konsantrasyonunda AB pH 5,7-PAS boyamada, her U¢ kuyruk boyunda da, epitel dokuda,
subepidermal fibroblast tabakasinda ve bag dokuda az yogun bir boyanma gérulir (Sekil 3.12,
Sekil 3.14c, Sekil 3.15¢, Sekil 3.16¢, Cizelge 3.1).

AB’nin asit musinleri boyadi§i PAB boyamada, her U¢ kuyruk boyunda da, boyanma
bag dokudaki ve epitel hiicrelerinin yizeylerindeki var yok arasi boyanmayla sinirhdir (Sekil
3.12, Sekil 3.14d, Sekil 3.15d, Sekil 3.16d, Cizelge 3.1).

3.4.2. Kas Dokusunda Alcian Blue Boyamalari

Kas dokusunda da AB boyamalari her U¢ kuyruk boyu igin benzer sonuglar vermistir
(Sekil 3.13, Cizelge 3.1).

AB’nin sllfatlanmis glikoproteinler, ¢ekirdek asitleri, karboksillenmis ve sulfatlanmig
GAG’lar boyadigi 0,025 M MgCl, konsantrasyonunda AB pH 5,7-PAS boyamada, apoptotik ve
kismen saglam kas dokusunun her ikisinde birden yogun bir boyanma gortlir. Apoptotik kas

hicrelerinde boyanmanin, kismen saglam kas dokusuna gére daha baskin oldugu goézlenir. Kas
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fibrillerini bir arada tutan hucreler arasi maddenin de yogun boyandidi gérular (Sekil 3.14b, Sekil
3.15b, Sekil 3.16b, Cizelge 3.1).

AB’nin zayif ve kuvvetli olarak silfatlanmis GAG’lari boyadigi 0,3 M MgCl,
konsantrasyonunda AB pH 5,7-PAS boyamada, kas dokusunda yodun olmayan bir boyanma
gorulur. Boyanma apoptotik kas hticrelerinde, yogun olmamakla birlikte, saglam kas dokusuna
gOre daha belirgindir (Sekil 3.14c¢, Sekil 3.15¢, Sekil 3.16¢, Cizelge 3.1).

AB’nin asit musinleri boyadigi PAB boyamada elde edilen sonuglar, 0,3 M MgCl,
konsantrasyonunda AB pH 5,7-PAS boyamaya benzer olmakla beraber boyanma daha siliktir.
Kismen saglam kas dokusunda neredeyse fark edilmez (Sekil 3.14d, Sekil 3.15d, Sekil 3.16d,
Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Epitel, Bag ve Kas Dokusundaki AB Boyamalarinin Kuyruk Boyuna Gore
Karsilagtirmasi. (+++: Cok Yodun Boyanma, ++: Yogun Boyanma, +: Az Yogun Boyanma +/-:
Var/Yok Arasi Boyanma)

Epitel Doku Bag Doku Kas Dokusu
ggzl‘ﬁ‘“ 0 025pI\H/I 5.70 3 M PAS 0 OZSD; 5.70 3M PAB 0 025pI\H/I 5.70 3M PA
15 mm ++ + +/- ++ + +/- ++ + +/-
10 mm ++ + +/- ++ + +/- ++ + +/-
5 mm ++ + +/- ++ + +/- ++ + +/-




AB pH 5.7 0.025 M MgCl, ABpH 5.7 0.3 M MgCl, AB pH 2.5-PAS

b - -
. - - -

: ---

Sekil 3.12. Farkh kuyruk boylarinda epitel dokudaki AB boyamalarin karsilastirmasi. Ok uglari apoptotik epitel
hiicrelerini, oklar subepidermal fibroblast tabakasini, yildizlar da amorf bag doku bilesenlerini gésteriyor.

§3



AB pH 5.7 0.025 M MgCl, AB pH 5.7 0.3 M MgCl, AB pH 2.5-PAS

- - - -
. - - -
: - - -

Sekil 3.13. Farkh kuyruk boylarinda kas dokusundaki Alcian Blue boyamalarinin karsilagtirmasi.



500um

a) Hematoksilen-Eozin

500um

b) 0.025 M MgCl, Konsantrasyonunda, %0,1 Alcian Blue pH 5.7-PAS Boyama

500pm

c) 0.3 M MgCl, Konsantrasyonunda, %0,1 Alcian Blue pH 5.7-PAS Boyama

d) Alcian Blue pH 2.5-PAS Boyama

Sekil 3.14. 15 mm. kuyruk boyunda, boyama sonuglarinin genel gérintuleri.
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d) Alcian Blue pH 2.5-PAS Boyama

Sekil 3.15. 10 mm. kuyruk boyunda, boyama sonuglarinin genel gérintileri.
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d) Alcian Blue pH 2.5-PAS Boyama

Sekil 3.16. 5 mm. kuyruk boyunda, boyama sonuglarinin genel goériintileri.
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4. TARTISMA VE SONUGC

Programh hicre o6lumu embriyonik gelisim ve doku dengesinin saglanmasi gibi
olaylarda gerekli olan evrimsel olarak korunmus, fizyolojik bir stregtir. Embriyonik gelisimde,
bircok doku ve organin gelisiminde apoptotik mekanizmalar rol almaktadir (Renehan et al,
2001). Ornegin farelerde el ve ayak parmaklarinin sekillenmesinde, kurbaga baskalagiminda da
kuyruk kisalmasi sirasinda hicrelerin programli olarak oéldurilmesiyle kuyrugun ortadan
kaldinimasinda ya da gelisen sinir sisteminde hiicre sayisinin dizenlenmesinde goérev
almaktadir (Alberts et al, 2002). Calismada, kurbada bagkalasiminin son evresi olan kuyruk
kisalmasinda apoptotik hicreleri belirlemek amaciyla, dlkemizde genis bir yayilim gosteren ve
laboratuvar ¢alismalarina oldukga uygun bir kurbaga tiiri olan Bufo viridis'i kullandik.

Olen hiicredeki morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere bagli olarak iki farkli
hicre 6lumu sekli (apoptozis ve nekroz) birbirinden ayirt edilebilmektedir. Hiicre morfolojisini
belirlemede kullanilan standart bir boyama yontemi olan hematoksilen-eozin ile farkh kuyruk
boylarindaki apoptotik hiicrelerde kromatin yogunlasmasi, hticrelerin diger hicre ve hucreler
arasl matriksten kopmalari ve blzismeleri, sitoplazmik tomurcuklarin olusmasi, ¢ekirdek ve
sitoplazmanin zar yapisi dagilmadan pargalanmasi, bilinen apoptotik morfolojiye uygun olarak
(Kerr et al, 1974), kolaylikla ayirt edilmistir (Sekil 3.4, Sekil 3.7, Sekil 3.9). Buna ek olarak
apoptotik hiicreleri belilemede uygun bir ydntem olan (Labat-Moleur et al., 1998; Sloop et al.,
1999) TUNEL yontemi kullanilmis ve kisalan kuyrukta apoptotik hicreler spesifik olarak
belirlenmistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.10, Sekil 3.11). Yapilan literatir calismasinda kisalan
Bufo viridis kuyrugunda apoptozisin belilenmesine ydénelik bu yontem ile ilgili bir bilgi
bulunamamistir. Calismamizda bu yontemin olumlu sonuglar vermesi, Bufo viridis kuyrugundaki
apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde TUNEL’in uygun bir yéntem oldugunu gdstermigtir. Ote
yandan, kuyruk kisalmasi sirasinda kuyrukta yer alan ¢izgili kaslarin 6lumi, kromatin
yogunlasmasi ve hicre fragmantasyonu gibi normal apoptotik morfolojiye uygun o&zellikler
gostermesinin  yaninda, Kerr ve meslektaglarinin bulgularina (1974) uygun bigimde
miyofibrillerin arasinda yariklar olusmasi sonucunda miyofibrillerin fragmanlara ayriimasi ve
sitoplazmanin ¢ok sayida apoptotik cisme boélinmesiyle klasik apoptozisten farkli bir morfoloji
gOstermektedir. Xenopus larvasinda bu cizgili kas apoptotik cisimlerinin daha sonra, blylk
olasilikla kas fibrilleri arasindaki mezensimal hicrelerden kaynaklanan makrofajlar tarafindan
sindirildigi 6ne surulmustar (Weber, 1964). Yapilan calismalarda kisalan kuyrukta otofajinin de
meydana geldigi (Kerr et al, 1974), otofajik vakuollerin miyofibriller arasinda yer aldigi ve
otofajinin kuyruk kisalmasinda bir rol Ustlenebilecegi 6ne surilmustir (Fox, 1975).

incelenen ti¢ farkl kuyruk boyunda epitel dokuda ve cizgili kas dokusunda apoptotik
hicrelerin oraninda dikkate deger bir farkliligin olmamasi, kuyruk kisalmasi sirasinda apoptotik

hlcre sayisinin programli olarak dengede tutuldugunu dusindirmustur.
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Kuyrugun sagittal ve longitudinal kesitleri incelendiginde kuyruktaki hacim yitirilmesinin,
uc kisimlardan baglayarak kas dokusu hicrelerinin 6lmesi, hiicreler arasi matriks, spinal korda,
notokorda ve damarlarin dejenerasyonu sonucunda digtan ice dodru gerceklestigi belirlenmigstir
(Sekil 3.14a, Sekil 3.15a, Sekil 3.16a). Kisalan kuyrukta epitel tabakasinin ¢ok kath bir gériiniim
kazanmasi ve kuyruk boyunun ¢ok kisaldigi (1-2 mm) durumlarda kuyrugun peltemsi bir hal
almasi da bunu kanitlamaktadir. Bu diizenlemenin gelisimle artan tiroit hormonu diizeyinden
kaynaklandigi 6ne surilmektedir (Zhou ve Brown, 1993; Brown et al, 1996; Nakajima et al,
2005).

Kurbaga baskalasiminin giplak gézle de izlenebilen ve hormon etkisiyle meydana gelen,
hidcre 6lumu calismalari icin uygun bir model olan, gerileyen kuyruktaki hicre 6luminun
mekanizmasi igin giinimizde iki model ortaya atilmistir (Nakajima et al, 2005). Bunlardan biri
hlcrelerin hormon artisina dogrudan yanit verdiklerini iddia eden “intihar” (suicide) modeli,
digeri ise hucrelerin diger hicrelerin ya da hicreler arasi matriksin etkisiyle élduruldiklerini 6ne
suren “katil” (murder) modelidir. Katil modeli, normal epitel hicreleri ve hiicreler arasi matriks
arasindaki etkilesimlerin bozulmasiyla ortaya ¢ikan programh hiicre 6liml ‘anoikis’ (Yunanca:
evsizlik) olgusu ile desteklenmektedir (Meredith et al, 1993; Frisch ve Francis, 1994; Boudreau
et al, 1995).

Gozlemlerimizde epitel hiicrelerinin apoptozisinin, hicrenin diger hiicrelerle ve hicreler
arasl matriksle baglantilarini kaybetmesiyle (Sekil 3.4), tipik anoikis morfolojisi seklinde ortaya
ciktigl belirlenmigtir. Bu 6lim sekli, hicrelerin tek tek dldukleri goéraldiginden intihar modeline
de uymaktadir. Kisalan kurbaga kuyrugunda, hucrelerin hicreler arasi matriksle olan
baglantilarini apoptotik stre¢ neticesinde mi kaybettiklerinin yoksa hicrelerin baglantilarini
kaybetmesinin mi apoptozise yol agtiginin anlasilmasi i¢in daha spesifik galismalara gereksinim
duyulmaktadir. Kas fibrillerinin kompartimanlar halinde, grup olarak délmeleri ise katil modele
uymaktadir (Sekil 3.7, Sekil 3.8). Kuyruk boyu kisaldik¢a fibroblast tabakasinin daha kalin bir
gorinim arz etmesi, TUNEL isaretlemede fibroblast tabakasinda apoptotik hiicrelerin
belirlenememesi ve fibroblast tabakasina komsu olan hiicrelerin erken asamalarda apoptozise
gitmeleri, fibroblast hicrelerinin diger hicrelerin oldirilmesinde rol aldiklarini disindidrmastir
(Sekil 3.9, Sekil 3.10). Bu bulgular da katil modeli destekleyen goézlemlerdir. Bu sonuglar,
kuyrukta, her iki 6lim modelinin de gecerli oldugunu disltindirmektedir. Bunun yaninda hem
epitel dokuda hem de kas dokusunda ayni tip hicrelerin farkli zamanlarda apoptozise
gitmelerinin, bazi htcrelerin de (notokordayi c¢evreleyen fibroblastlar ve subepidermal
fibroblastlar) yasamaya devam etmelerinin arkasindaki mekanizma hala bilinmemektedir. Ote
yandan, hiicrelerin ayni uyarana (plazmadaki T3 artigi) nasil farkli tepkiler verebildikleri henliz
anlasilabilmis degildir. Butlin bu soru isaretleri, kuyruk kisalmasi sirasinda sadece apoptozisin
degil baska 6lim mekanizmalarinin da olabilecegini ve bu konu lzerinde daha fazla durulmasi

gerektigini ortaya koymaktadir.
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Epitel dokuda her ¢ kuyruk boyunda da apoptotik ve apoptotik olmayan htcrelerin
yuzeylerindeki Alcian blue boyamanin farklilik gdéstermemesi (Sekil 3.12; Sekil 3.14b,c,d; Sekil
3.15b,c,d; Sekil 3.16b,c,d) hicrelerin apoptozise gitmelerinde ve apoptotik sirecte ylzey
GAG’larinda degisiklik olmadigini disindirmistir.

incelenen her (i¢ kuyruk boyunda AB boyamalarinda, 6zellikle AB pH 5,7-PAS boyama
icin 0,025 M MgCl, konsantrasyonunda boyanmanin yogun olmasi ve 0,03 M MgCl,
konsantrasyonunda boyanmanin azalmasi, kuyrukta stlfatlanmis glikoproteinlerin veya
karboksillenmis GAG’larin yodun, sulfatlanmig GAG’larin ise az oldugunu gostermektedir (Sekil
3.12; Sekil 3.13; Sekil 3.14b,c; Sekil 3.15b,c; Sekil 3.16b,c). Ote yandan AB pH 2.5
boyanmasinda hem apoptotik hem de apoptotik olmayan hicrelerde mavi boyanmanin oldukga
az olmasi (Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14d, Sekil 3.15d, Sekil 3.16d), kuyruk kisalmasi
sirasinda hiicre ylzey sialik asit miktarinda bir azalma olabilecegini distUndirmustir. Kas
dokusunda ise Ozellikle 0,025 M MgCl, konsantrasyonunda AB pH 5,7-PAS boyamada,
apoptotik boélimlerde boyanmanin artmasi saglam kas dokusuna oranla bu bdlgelerde
karboksillenmis GAG’larin daha yogun olarak bulundugunu gdstermistir (Sekil 3.12, Sekil 3.13,
Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16). Bu artis U¢ nedenle olabilir 1) Cizgili kas apoptozisinde
karboksillenmis GAG’larin bir roll olabilir, 2) kas dokusu arasina yerlesmis olan fibroblast ya da
bag dokunun elemanlarindan kaynaklanan bir boyanma olabilir veya 3) bu devrede kas
dokusunda gorildigi (Weber, 1964; Nishikawa et al, 1998) bildirilen makrofajlarin sayica
artiglarindan kaynaklanan bir boyanma artigi olabilir.

Genel sonug¢ olarak, kurbada baskalasiminda kisalan kuyrukta meydana gelen
programli hiicre 8limda, buyuk olasilikla isin i¢cine hilicreler arasi matriks bilesenlerinin (Zhu et al,
2001), dolayisiyla glukokonjugatlarin da karistigi birden fazla hicre 6lum tipini icermektedir. Bu
nedenle, kisalan kurbada kuyrugunda yapilacak daha spesifik c¢alismalar, hicre o6limu

mekanizmalarinin karanlik yanlarinin aydinlatiimasi igin faydali olabilir.
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