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Karga (Corvus corone) ozofagus, proventrikulus ve gizzard mukozalarindaki

glikokonjugatlarin lektin histokimyasi ile belirlenmesi
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OZET

Bu calismada karga (Corvus corone) o©zofagus, proventrikulus ve gizzard mukozalarindaki
glikokonjugatlarin belirlenmesi amaciyla Triticum vulgare (WGA), Bandeiraea simplicifolia (BSA
I-B,), Arachis hypogaea (PNA) ve Ulex europaeus (UEA 1) lektinleri kullanildi. Uygulamalar
sonucunda ©zofagus ve mide (proventrikulus ve gizzard) mukozalarindaki glikokonjugat
yogunluklarinin énemli derecede farklilik gosterdigi tespit edildi. Ozofagus epitelinin yass1 hiicre
tabakasinin o-D-galactosyl, N-acetyl-a-D-galactosaminyl, ¢zofagal bezlerin ise p-Galactoz, N-
acetylgalactosamine iceriginin yogun oldugu saptandi. Proventrikulus epiteli ve basit bezlerin ¢ok
yogun olarak bilesik bezlerin ise yogun olarak a-D-galactosyl, N-acetyl-a-D-galactosaminyl i¢erdigi
belirlendi. Bilesik bezlerin ayn1 zamanda az oranda a-L-Fucose i¢erdigi dikkati gekti. a-L-Fucose’un
gizzardin bazi bez hiicrelerinde ¢ok az bulundugu tespit edildi. Hem proventrikulus hem de gizzardin
epitel ve bez hicrelerinde N-acetyl-B-D glucosamine, N-acetylneuraminic acid (siyalik asit), a-D-
galactosyl, N-acetyl-o-D-galactosaminyl igeriklerinin diger glikokonjugatlara kiyasla daha yogun
miktarda bulundugu belirlendi.

Determination of glycoconjugates in esophagus, proventriculus and gizzard
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mucosa of crow (Corvus corone) by lectin histochemistry

ABSTRACT

In this study, lectins of Triticum vulgare (WGA), Bandeiraea simplicifolia (BSA 1-B,), Arachis
hypogaea (PNA) and Ulex europaeus (UEA 1) were used to determine the glycoconjugates in the
esophagus, proventriculus and gizzard mucosa of crow (Corvus corone). As a result of applications the
density of glycoconjugate in the mucosa of esophagus and stomach (proventriculus and gizzard) was
found to differ significantly. The a-D-galactosyl, N-acetyl-a-D-galactosaminyl content of squamous cell
layer of esophagus epithelium, and B-Galactoz, N-acetylgalactosamine content of the esophageal glands
were found to be intense. It was determined that the a-D-galactosyl, N-acetyl-a-D-galactosaminyl were
included as very intense in the epithelium and simple glands and as intense in compound glands in
proventriculus. It was noted that the compound glands also included the a-L-Fucose in small amounts.
The o-L-Fucose was slightly in some gland cells of gizzard. It was detected that N-acetyl-B-D
glucosamine, N-acetylneuraminic acid (sialic acid), a-D-galactosyl, N-acetyl-a-D-galactosaminyl
contents were more intense than the other glycoconjugates in the epithelial and gland cells of both
proventriculus and gizzard.
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1. Giris

Dis ortamla iliskili gastrointestinal, respiratorik, ireme ve
triner kanal gibi mukozal dokular virisler, bakteriler,
maya, protozoonlar ve multiselliiler parazitler i¢in erisim
yollaridir [1]. Mukus bu kisimlarda nesnelerin gegisi igin
kayganlastirmada, patojenler ve zehirli maddeler i¢in pre-
epitelyal bariyer olarak mukozal korumada dnemli bir rol
oynar [2-4]. Musinler, mukus tabakasmin O6nemli
bilesenini olusturan yiiksek molekiiler agirliktaki
glikoproteinlerdir ve merkezi bir peptit ¢ekirdege agirlikli
olarak O-glikanlar ile smirli miktarda N-glikanlarin
eklenmesiyle olusurlar [5] ve omurgalilardaki pek ¢ok
epitel doku tarafindan iretilirler [5-8].

Lektinler dokularda lokalize olan glikoprotein veya
glikolipitlerdeki karbonhidrat zincirlerine en az iki
yerden baglanarak biyolojik rollerini oynarlar [9].
Spesifik karbonhidrat baglama 6zelliginden dolay1
lektinler, kompleks hiicre ekstraktlarindan
glikoproteinlerin [10] ve enzimlerin saflastiriimasi [11],
glikoprotein ve polisakkaritlerin izolasyonu [12] ve
kanser arastirmalar1 [13,14] gibi yaygin alanlarda giiglii
araclar olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
[15,16] lektinlerin, immun sistem hiicrelerini uyararak
hiicre sayisim1 ve aktivitelerini artirdiklarr bildirilmistir.
Bu  etkileriyle lektinlerin  kanser  tedavisinde
kullanilabilecegi dustintilmiistiir [14,17]. Ayn1 zamanda
lektinler  oligosakkaritlerin ~ karbonhidrat  dizilerinin
spesifik terminal uglarmi belirlemek igin kullanilan
histokimyasal problardir [18]. Lektin histokimyasi
glikoproteinlerin  arasindaki farkliliklar1  belirlemeye
yarayan araclardan biridir [19].

Farklt balik [20,21], kus [22, 23] ve memeli [24,25]
tiirlerinin 6zofagus mukozasindaki ve bazi kus tiirlerinin

caligmalar [26-29] bulunmasina ragmen,
glikokonjugatlarin karga (Corvus corone) 06zofagus ve
midesindeki yerlesimleri ve kompozisyonlarina ait
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Bu calismada
WGA, BSA I-B,, PNA ve UEA | lektinleri ile
glikokonjugatlarin karga (Corvus corone) 06zofagus,
proventrikulus ve gizzard mukozalarindaki
yerlesimlerinin  ve kompozisyonlarmin belirlenmesi
amaglanmustir.

2. Gereg ve Yontem

Bu ¢alismada 5 adet eriskin karga (Corvus corone)’nin
Ozofagus, proventrikulus ve gizzardindan alinan doku
ornekleri materyal olarak kullanildi. Dokular %10’luk
formalin solusyonunda 24 saat tespit edildikten sonra
rutin histolojik doku takibi asamasindan gecirilerek
parafinde Dbloklandilar. Parafin bloklardan 5 pm
kalinliginda alinan kesitlere lektin histokimya ydntemi
uygulandi. Bu yonteme gore kesitler 10 dakika %0,3’lik
hidrojen peroksit (H,O,) ile muamele edildi ve daha
sonra distile su ile ¢alkalandi. Ardindan kesitler 0,1 M ve
pH 7,2’lik PBS (phosphate buffer saline) iceren %1’lik
Bovine Serum Albumine (BSA) ile yikandi ve PBS
icinde ¢Oziilmiis Tablo 1° de belirtilen Horseradish
Peroksidaz-bagli (HRP) lektinlerle 1 saat oda
sicakliginda  inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
kesitler PBS ile yikandi. HRP lektinlerle baglanti igeren
bolgelerin tespit edilmesi icin kesitler DAB (3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride)’da 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra alkol ve ksilollerden gegirilip entellan
ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus CX 41 tipi
151k mikroskobu ile incelendi ve ilgili kisimlardan
fotograf ¢ekimi yapildi.

mide  mukozasindaki  glikokonjugatlara  yonelik
Tablo 1. Kullanilan lektinlerin 6zellikleri ve optimal konsantrasyonlari
Lektin Ad Tiir Ad1 Karbonhidrat spesifitesi Optimal
Konsantrasyon
Bandeiraea a-D-galactosyl, N-acetyl-a-D-
BSA I-B, simplicifolia galactosaminyl 25 pg/ml
N-acetyl-p-D-glucosamine, N-
WGA Triticum vulgare acetylneuraminic acid (siyalik 20 pg/ml
asit)
. B-galactoz, N-
PNA Arachis hypogaea acetylgalactosamine 25 pg/ml
UEAI Ulex europaeus a-L-Fucose 25 pg/ml
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3. Bulgular

Ozofagus, proventrikulus ve gizzard mukozalarindaki
glikokonjugatlarin uygulanan lektinlere karsi verdigi
reaksiyon siddetleri Tablo 2’de belirtildi.

Ozofagusta yass: hiicre tabakasin BSA 1-B,’e kars1 ¢ok
giicli, PNA’ya karsi giiclii reaksiyon gosterdigi tespit
edildi. Liimene komsu 2-3 sira hiicrenin WGA ve UEA
I’e kars1 giiglii reaksiyon gosterdigi ve bazi hiicrelerin
orta derecede UEA 1 reaksiyonuna sahip oldugu
belirlendi. Poligonal hiicre tabakasinda WGA ve UEA 1

o e -

P

uygulamalarina karsi reaksiyona rastlanmazken, PNA
uygulamasinda reaksiyonun c¢ok zayif oldugu tespit
edildi. BSA 1-B, uygulamasinda ise poligonal hiicrelerin
bazilarinda zay1f, yassi hiicre tabakasina komsu olanlarda
orta derecede reaksiyon belirlendi (Sekil 1). Prizmatik
hiicre tabakasinda, uygulanan lektinlere kars1 reaksiyona
rastlanmadi. Ozofagal bezlerde en giiclii reaksiyonun
PNA lektinine karsi meydana geldigi (Sekil 2); BSA I-B,
lektinine karsi giiglii, UEA T ve WGA lektinlerine karsi
orta derecede reaksiyon bulundugu tespit edildi. Ayrica
bazi bezlerde WGA reaksiyonunun zayif oldugu

belirlendi.

Sekil 1. Ozofagus mukozasinin poligonal hiicre tabakasinda zayif (ince oklar) ve orta derecede (kalin oklar) reaksiyon

gOsteren hicreler, BSA 1-B4, 20 pum.

Sekil 2. Cok gucli reaksiyon gosteren 6zofagal bez (yildiz), PNA, 20 um.
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Tablo 2. Ozofagus, proventrikulus ve gizzard mukozalarindaki glikokonjugatlarin lektinlere kars1 verdigi reaksiyon

siddetleri
Ozofagus Proventrikulus Gizzard
Uygulanan Yasst Poligonal Prizmatik . o
Lektinler Hucre Hucre Hiicre Bezler Epitel %Zszlt Bgzilk Epitel Bez
Tabakasi Tabakasi Tabakasi

PNA ++++ + +++++ +++ ++++ ++++ +++

WGA ++++ - ++/+++ [+ [ +++ +++++  H+H++
BSA I-B, +++++ ++/+++ ++++ B = o e e I  an  E EE a

UEA | +++/++++ - +++ -1+ -1+ ++ + -1+
- : negatif; +: ¢ok zayif; ++ : zayif; +++ : orta; ++++ : giliglii; +++++ : cok giicli

Proventrikulusta epitel yuzeyindeki mukus bilesik bez hiicrelerinin apikalinde yogunlastigi (Sekil

glikokonjugatlariin WGA lektini ile orta derecede, PNA
lektini ile guclu, BSA 1-B, lektini ile ¢cok guclid, UEA |
lektini ile zayif reaksiyon verdigi belirlendi. PNA pozitif
glikokonjugatin epitel hiicrelerinin bazali ile basit ve

1 "- L !

3a); WGA pozitif materyalin ise epitel ve basit bez
hiicrelerinin apikalinde yogunlastig1 ve bilesik bezlerdeki
bazi hiicrelerin orta derecede reaksiyon verdigi tespit
edildi (Sekil 3b).

Sekil 3. a) Proventrikulus bilesik bezlerinde (oklar) gii¢lii reaksiyon, PNA, 50 um. b) Proventrikulus basit (yildizlar) ve
bilesik (oklar) bezlerinde orta derecede reaksiyon, WGA, 50 pm.

Gizzardda epitel ylizeyindeki mukus glikokonjugatlarinin
WGA lektini ile ¢ok giicli (Sekil 4a), PNA Iektini ile
gliclii (Sekil 4b) ve BSA I-B, lektini ile orta derecede
reaksiyon verdigi saptandi. BSA 1-B, uygulamasinda
gizzard bezlerindeki reaksiyonun lamina muskularise
komsu olan bezlerde daha yogun oldugu belirlendi.

Gizzard bezlerindeki glikokonjugatin UEA 1 lektini
uygulamasina karsi ¢ok zayif reaksiyon verdigi saptandi.
Ayrica proventrikulus epitel hiicreleri ve basit bezlerinin
bir kismu ile bazi1 gizzard bezlerinde UEA I lektinine kars
spesifite gosteren glikokonjugata rastlanmadi.
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Sekil 4. a) Gizzardda epitel hiicreleri (oklar) ve bezlerde (yildizlar) giiglii reaksiyon, WGA, 50 um. b) Gizzardda
epitel hiicrelerinin yiizeyinde (oklar) ve bezlerde (yildizlar) gii¢lii reaksiyon, PNA, 50 pum.

4. Tartisma ve Sonug

Kanatlilarda gastrointestinal kanalin farkli bolgelerindeki
mukosubstanslarin  karakterini  belirlemeye  yonelik
yapilmig lektin histokimyasal ¢alisma sayis1 [22,23,26-
29] simurhidir. Bununla birlikte yapilan literatir
taramasinda karga 6zofagus, proventrikulus ve gizzard
mukozalarindaki glikokonjugatlara yonelik c¢alismaya
rastlanmamigtir.  Suprasert ve Fujioka [22] civciv
6zofagal bezlerinin UEA I negatif olduklarini, PNA’ ya
kars1 gliclii, WGA’ya karsi ise zayif reaksiyon
verdiklerini bildirmiglerdir. Bu c¢alismada ise &zofagal
bezlerde UEA | ve WGA’ya karsi orta derecede, PNA’ya
kars1 ise ¢ok giiclii reaksiyon tespit edildi. Bu ¢alismada
civciv 6zofagusunda [23] elde edilen bulgular ile benzer
olarak oOzofagal bezlerdeki glikokonjugatlarin UEA [,
PNA ve WGA pozitif olduklar1 belirlendi. Ayrica
0zofagal bezlerin BSA I-B, pozitif materyali yogun
oranda icerdikleri de tespit edildi. Diaz ve ark. [21] bir
teleost olan Cynoscion guatucupa tirl 6zofagus
epitelinin yizeyinde glgli PNA ve UEA |, orta derecede
WGA reaksiyonu bulundugunu bildirmislerdir. Bu
calismada ise karga Ozofagus epitelinin limene yakin
yassi hiicrelerinde giiclii PNA ve WGA, giiclii/orta UEA
I reaksiyonlar1 tespit edildi. Ilaveten BSA I-B,’e karsi
¢ok giiclii reaksiyonun varligi kaydedildi.

Poorkhalkali ve ark. [24] ¢esitli memeli tiirleri {izerine
yaptiklar ¢aligmada 6zofagus epitel yiizeyinin tavsan ve
kdpekte WGA ve UEA | pozitif, domuz, kedi ve
gelincikte UEA [ pozitif oldugunu bildirmislerdir. Buna
karsin domuz, kedi ve gelincikte PNA ve WGA negatif,
tavsanda PNA negatif oldugu belirtilmistir [24]. Bu
calismada aragtiricilarin  [24] insanda elde ettikleri
bulgularla benzer sekilde 6zofagusta liimene komsu yass1
hicrelerin PNA, WGA ve UEA | pozitif olduklar tespit
edildi. Aynmi arastiricilar [24] domuz, gelincik ve

kopekteki dzofagal bezlerin UEA | pozitif, PNA ve WGA
negatif olduklarmi1  bildirmislerdir. Bu ¢alismada
arastiricilarin [24] bulgularinin aksine 6zofagal bezlerin
belirtilen ¢ lektin tlrune ve ayn1 zamanda BSA 1-B,’e
kars1 pozitif reaksiyon verdikleri saptandi.

Insan [25] 6zofagus yiizey epitelinde WGA ve UEA 1
uygulamalarina kars1 orta derecede reaksiyon bulundugu,
PNA uygulamasina karsi reaksiyona rastlanmadig
bildirilmistir. Bu c¢alismada ise epitelin yassi hiicre
tabakasinda WGA uygulamasma kars1 giliglii, UEA 1
uygulamasina kars1 bazi hiicrelerde gii¢lii bazi hiicrelerde
orta derecede reaksiyon tespit edildi. Ayni arastiricilar
[25] bazal epitelde WGA, UEA I ve PNA’ya kars1 olusan
reaksiyonun zayif oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada
prizmatik hiicre tabakasinda reaksiyona rastlanmazken,
poligonal hiicre tabakasinda belirtilen lektinlerden sadece
PNA uygulamasinda zayif reaksiyon belirlendi. Gheri ve
ark. [27] inkibasyonun 7. glininden itibaren civciv
proventrikulus yizey epitelinde PNA ve WGA
lektinlerine kars1 spesifite gosteren terminal uglara sahip
glikokonjugatlarin bulundugunu fakat UEA 1 pozitif

terminal uclu glikokonjugatin bulunmadigin
bildirmiglerdir. Bu ¢alismada benzer bulgular elde
edilirken, proventrikulusta epitel ylizeyinin bazi

bolgelerinde  UEA | lektinine spesifite gosteren az
miktarda glikokonjugatin varligi tespit edildi. Aym
arastiricilar [27] inkiibasyonun 7. giiniinden itibaren
proventrikulusta dip kisimlardaki bezlerde ayni seker
kalintilarinin bulundugunu ve UEA 1 pozitif sekerlerin ise
inkiibasyonun daha sonraki giinlerinde ortaya c¢iktigini
belirtmislerdir. Ayrica stiperfisial bezlerde
glikokonjugatlarin gelismenin farkli zamanlarinda ortaya
ciktigimi ve dip kisimlardaki bezlerin aksine PNA
reaksiyonu  bulunmadigimmi tespit etmislerdir. Bu
calismada benzer sekilde proventrikulus yiizey epiteli ile
basit ve bilesik bezlerinde PNA, WGA ve UEA T’e karsi
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pozitif glikokonjugat bulundugu tespit edildi. Ayrica
epitel ve basit bezlerde ¢ok guclii, bilesik bezlerde giiglii
oranda BSA I-B; yogunlugu kaydedildi. Gheri ve ark.
[26] civeiv gizzardinda inkiibasyonun 7. giiniinden
itibaren ylizey epitelinin i¢ kisimlar1 ve inkiibasyonun 9.
giiniinden itibaren yiizey epitelinin dis kisimlarinda PNA
ve WGA pozitif granillerin g6zlendigini, fakat
graniillerin UEA 1 icermedigini bildirmislerdir. Ayni
arastiricilar [26] yumurtadan ¢ikan embriyolarin luminal
gizzard sekresyonunda UEA 1 hari¢ diger lektinlere karsi
pozitivite saptandigini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada
benzer  olarak  gizzard  epitel hiicrelerindeki
glikokonjugatin PNA ve WGA’ya ve ayn1 zamanda BSA
I-Bs’e kars1t pozitif oldugu belirlenirken, arastiricilarin
bulgularinin aksine erigkin olan kargalarda UEA 1
pozitivitesine az da olsa rastlandi. Matsushita ve ark. [29]
civeiv  gizzardindaki  mukusta  galaktoz-(B1-3)-N-
asetilgalaktozamin  affinitesi  gosteren lektinlerden
Maclura pomifera (MPA) reaksiyonunun tubular bezlerin
tist kisimlarindaki hiicrelerde, Bauhinia purpurea (BPA)
reaksiyonunun ise hem epitelin apikal kisimlar1 ve
ylizeyinde hem de tubular bezlerin iist kisimlarindaki
hiicrelerde bulundugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alismada da gizzard mukozasinda galaktoz-(B1-3)-
N-asetilgalaktozamin affinitesi gosteren PNA lektinine
kars1 gizzard epitel hiicreleri, epitelin yiizeyi ve bezlerde
reaksiyon belirlendi. Aym arastiricilar  [29] N-
asetilglukozamin affinitesi gosteren lektinlerden Solanum
tuberosum (STA) ve Phytolacca americana (PWM)
pozitivitesinin sadece tubular bezlerin iist kisimlarindaki
hiicrelerde bulundugunu ve bazi hicrelerin PWM’ye
karsi reaksiyon gostermediklerini Dbelirtirlerken, bu
calismada gizzard epitel ve bez hiicrelerinde N-
asetilglukozamin affinitesi gosteren WGA lektinine kars1
reaksiyon belirlendi.

Sonug¢ olarak sunulan ¢alisma ile erigkin kargalarin
Ozofagus, proventrikulus ve gizzard mukozalarinda
glukokonjugat  kompozisyonlart  ve  yogunluklar
belirlenmistir. Ozofagus ve mide mukozalarindaki
glikokonjugat  yerlesimleri ve kompozisyonlarmin
bolgeler ve tiirler arasinda farklilik gosterebilecegi ve bu
glikokonjugatlarin mukus pH’sin1 diizenleyerek sindirime
katkida bulunabilecegi kanisina varilmstir.
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