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Ozet: Bu calismada Helix lucorum un tiikiirik bezinde biiyiikliik ve morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak bes hiicre tipi tespit
edildi. Bu hiicreler Tip 1, 2, 3, 4 ve 5 olarak isimlendirildi. Yapilan sayimlar sonucunda tiikiiriik bezinde en fazla Tip 1, en az Tip 3
hiicrelerinin bulundugu belirlendi. Hiicrelerin ¢aplarinin 6lgiilmesi sonucu en biiyiik hiicrenin Tip 1, en kiigiik hiicrenin Tip 3 oldugu
saptand1. Tip 1 ve 2 hiicrelerinin uygulanan Dolichos biflorus (DBA), Ulex europaeus (UEA-1), Arachis hypogaea (PNA),
Canavalia ensiformis (Con A), Bandeiraea simplicifolia (BSA 1-By), Triticum vulgare (WGA) lektinlerinin hepsine karsi reaksiyon
verdigi belirlendi. Bu iki hiicre tipinin BSA I-B, ile zay1f reaksiyon verdigi gézlenirken, PNA ve DBA ile kuvvetli reaksiyon verdigi
saptand1. Tip 3, 4 ve 5 hiicrelerinin ise uygulanan higbir lektine karsi reaksiyon géstermedigi belirlendi.

Anahtar sozciikler: Helix lucorum, Tiikiiriik Bezi, Glikokonjugat, Lektin Histokimyast.

Determination of Glycoconjugates in Helix lucorum’s Salivary Gland by
Lectin Histochemistry

Abstract: In this study taking into acconut the size and morphological features, the five types of cells were determinated in salivary
glands of Helix lucorum. These cells were called as type 1, 2, 3, 4 and 5. As a result of the counts it was idendified that type 1 cell
was the highest number and type 3 cell was the lowest number. As a result of the measuring the diameters of the cells it was detected
that the largest cell was type 1 and the smallest cell was type 3. Type 1 and 2 cells showed the pozitive reaksiyon aganist the all of
the applied lectins that Dolichus biflorus (DBA), Ulex europaeus (UEA-1), Arachis hypogaea (PNA), Canavalia ensiformis (Con A),
Bandeiraea simplicifolia (BSA 1-By), Triticum vulgare (WGA). While it was observed that these two types cells were given the weak
reaction aganist the BSA I-B,, the strong reaction aganist PNA and DBA. Type 3, 4 ve 5 cells did not showed reaction aganist the

any of the applied lectins.
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Giris

Tiikiiriik bezleri gastropodlarin genelinde oldugu gibi
salyangozlarin da sindirim sisteminde Onemli bir yer
tutar (Lobo-da-Cunha ve Calado 2008). Tiikiiriik bezleri
gastropodlarda postdzofagusun her iki yaninda lokalize
olup, bu kisim boyunca uzanirlar. Posterior kisimdaki
tilkiirik bezi, tiikliriik kanalina agilirken anteriordaki
yanak boslugu ile baglantilidir. Tiikiiriik bezlerinden
salgilanan mukus maddesi tiikiirik kanali ve yanak
boslugu vasitasiyla agiza iletilir (House, 1980; Serrano
vd., 1996; Dimitriadis, 2008). Salyangozlarda birincil
karbohidrat tiretim aktivitesi bagirsaklar ile tiikiiriik
bezlerinde goriilir. Bu nedenle tikiirik bezleri
salyangozun karbohidrat metabolizmasina yardimci olur
(Dimitriadis, 2008). Tiikiiriik bezleri salgiladiklar
mukus sayesinde besinleri yaglama, bir araya toplama
gorevlerinin yaninda sindirime yardimei olma gorevi de
yaparlar (Serrano vd., 1996). Mukus; epitelyal
ylizeylerden salgilanan ya da tiikiiriikk gibi sivilarda
bulunan bir madde olup, inorganik tuzlar ve miisinden
olusur (http). Miisinlerin histokimyasal yapilarimi
belirlemek i¢in klasik histokimyasal ydntemlerin
disinda lektinler de kullanilmaktadir (Nicolson ve
Singer, 1971). Lektinler bitki ve hayvanlardan izole
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edilebilen, hiicredeki karbohidrat kalintilarina tersinir
olarak yiiksek oOzgiillik gosteren protein ya da
glikoproteinlerdir. Bu &zellikleri ile lektinler hiicre ve
dokulardaki glikokonjugatlar1 belirlemek icin yapilan
histokimyasal caligmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Goldstein vd., 1977; Barondes, 1981,
Unlenbruck, 1981; Sato ve Spicer 1982; Drickamer,
1988; Haseenabeevi vd., 1991; Kiernan, 2010). Yapilan
literatiir taramasinda omurgasizlarda sindirim bezleri
(Robledo vd., 1997), kuslarda (Samar vd., 1999; Samar
vd., 2002) ve memelilerde (Pedini vd., 1994; Pedini vd.,
1997; Suprasert vd., 2001; Mohamed vd., 2008) tiikiiriik
bezlerinin lektin histokimyasal karakterini belirlemeye
yonelik g¢aligmalar bulunmasina karsm, salyangozlarda
bu konu {izerine yapilmis ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
caligmada Helix lucorum’ un tiikiirik bezinde Con A,
PNA, UEA-1, DBA, BSA I-B,, WGA Iektinlerinin
kullanilmasiyla glikokonjugatlarin belirlenmesi
amaglanmustir.



Materyal ve Metot

Bu calismada 12 adet Helix lucorum’a ait tikiiriik
bezleri materyal olarak kullanildi. Bouin ¢ozeltisinde
18 saat tespit edilen dokular rutin histolojik doku
takibi asamalarindan gecirildikten sonra parafinde
bloklandi. Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan
kesitlere lektin histokimya yontemi uygulandi. Bu
yonteme gore kesitler 10 dakika %0,3’likk hidrojen
peroksit (H,O,) ile muamele edildi ve daha sonra
distile su ile galkalandi. Ardindan kesitler %]1’lik
Bovine Serum Albumine (BSA) igeren 0,1 M ve pH
7,2’lik PBS (phosphate buffer saline) ile yikandi ve
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Horseradish Peroksidaz (HRP) bagli lektinlerle bir saat
oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
kesitler PBS ile yikandi. HRP lektinlerle baglanti iceren
bolgelerin tespit edilmesi igin kesitler DAB (3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride)’da 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Kesitler distile su ile
yikandiktan sonra alkol ve ksilol serilerinden gecirildi
ve entellan ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
Olympus CX 41 tipi 151k mikroskobu ile incelendi ve
ilgili kisimlardan fotograf ¢ekimi yapildi. Ayrica hiicre
tiplerinin yogunluklarinin belirlenebilmesi i¢in 2500
mm? lik segilen 4 farkli alanda sayim yapildi. Hiicre
¢aplarimin belirlenebilmesi i¢in de her bir hiicre
tipinden 10’ar tanesi Olgiilerek ortalama hiicre

PBS i¢inde ¢ozilmiis Cizelge 1° de belirtilen biiyiikliikleri hesapland: (Cizelge 2).
Cizelge 1. Kullanilan lektinlerin izole edildigi tiirler ve karbohidrat 6zgiinliikleri
Lektin Ad1 Tiir Ad1 Karbohidrat 6zgiinliigii
Con A Canavalia ensiformis a-D-Man, o-D-Glc
PNA Arachis hypogaea B-D-Gall, B-D-GalNAc
UEA-1 Ulex europaeus a-L-Fuc
DBA Dolichos biflorus a-D-GalNAc
BSA I-B, Bandeiraea simplicifolia  a-D-Gal
WGA Triticum vulgare o-D-[GIcNAc], ve sialik asit
Bulgular belirlendi. Tip 5 hiicrelerinin ise sahip olduklari esit
biiyiikliikteki vakuollerin sitoplazmada kopiiglimsii bir
1. Histolojik Yapi gOriintii olusturdu'gu saptgndl. .Mikrometrik" (?'lgii'%nler
Yapilan histolojik incelemeler sonucunda sonucunda bes hiicre tipine ait sayr ve biiyiikliikler

salyangozlarin tiikiiriik bezlerinde farkli biiyiiklik ve
morfolojik 6zelliklere sahip bes hiicre tipi belirlendi.
Bu hiicreler Tip 1, 2, 3, 4, 5 olarak isimlendirildi. Tip
1 olarak adlandirilan hiicre tipinin iri ve yaklasik
olarak esit biyiikliikte vakuollere sahip oldugu
belirlendi. Tip 2 hiicrelerinde sitoplazmada daginik
halde ve birbirinden farkli biiyiikliikte vakuoller
gozlendi. Tip 3 hiicreleri bazale itilmis, oldukea iri ve
yogun heterokromatik  gorlinimli  nukleuslariyla
karakterize edildi. Tip 4 hiicrelerinin yaklagik olarak
esit biiyiikliikte ve kiiciik vakuollere sahip olduklar1 ve
genellikle akitict kanallar etrafinda bulunduklar

Cizelge 2.’de verildi.

2. Lektin Histokimyasi

Lektin histokimyasal uygulamalar sonucu elde edilen
isaretlenme yogunluklart Cizelge 3’te verildi. Tip 3, 4
ve 5 hiicrelerinin uygulanan lektinlere karsi reaksiyon
gostermedigi, Tip 1 ve 2 hiicrelerinin tiim lektinlere
kars1 farkli siddette reaksiyon verdigi belirlendi (Sekil
1,2,3,4).

Cizelge 2. 2500 mm’ alandaki ortalama hiicre yogunluklari ve ortalama biiyiikliikleri

1 2 3 4 5
SAYI 31 19 3 27 4
BUYUKLUK 552 um 44,2 um 32,5 um 46,59 um 38,6 um
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Sekil 1. H. lucorum’ un tiikiiriik bezinde WGA 'ya
karst orta siddette reaksiyon gosteren Tip 1 (1) ve Tip
2 (2) hiicreler ile WGA-negatif Tip 3 (3) ve Tip 5 (5)
hiicreler. Bar: 20 um

Sekil 2. H. lucorum’ un tiikiiriik bezinde PNA ya karsi
kuvvetli reaksiyon gésteren Tip 1 (1) ve Tip 2 (2)
hiicreler ile PNA-negatif Tip 3 (3) ve Tip 5 (5)
hiicreler. Bar: 20 um

."m ﬁ .‘"?.-";. "‘. ey < : b : S i

48

Sekil 3. H. luco
karsi1 zayif siddette reaksiyon gosteren Tip 1 (1) ve Tip
2 (2) hiicreler ile BSA I-B ;~-negatif Tip 3 (3) ve Tip 4

(4) hiicreler. Bar: 20 um

R § ot T ) S
Sekil 4. H. lucorum’ un tiikiiriik bezinde Con A’ya karst
kuvvetli reaksiyon gosteren Tip 1 (1) ve Tip 2 (2)
hiicreler ile Con A-negatif Tip 4 (4) ve Tip 5 (5)
hiicreler. Bar: 20 um
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Cizelge 3. H. lucorum tiikiiriik bezi hiicrelerindeki glikokonjugatlarin lektinlere karst verdigi reaksiyonlar

HUCRE
LEKTINLER TIPLERI
1 2 3 4 5
Bandeiraea simplicifolia (BSA 1-B,) + + - - -
Dolichos biflorus (DBA) ++ ++ - -
Arachis hypogaea (PNA) +H+ - - - -
Ulex europaeus (UEA-1) +++ +++ - -
Canavalia ensiformis (Con A) ++ 4+ - - -
Triticum vulgare (WGA) ++ ++ - - -

reaksiyon yok:-, zayif:+, orta:++, kuvvetli:+++.

Tartisma

Sigirlarda (Pedini vd., 1997) ebner bezlerinin salgt ve
kanal hiicrelerinde, Bubalus bubalis (Mohamed vd.,
2008) nazolabial bezi epidermis hiicreleri ve korpus
glandula hiicrelerinde, Mytilus galloprovincialis
(Robledo vd., 1997) sindirim bez, tibiilleri ve kanal
hiicrelerinde yapilan lektin histokimyasal calismalar
sonucunda  o-L-Fukoz uglu  glikokonjugatlarin
bulunmadig: bildirilmistir. Yapilan calismada da
arastiricilarin - (Pedini vd., 1997; Robledo, 1997,
Mohamed vd., 2008) bulgulartyla uyumlu olarak Tip
3, 4 ve 5 hiicrelerinde UEA-I lektini ile reaksiyon
gbzlenmedi. Tip 1 ve 2 olarak adlandirilan hiicrelerde
fazla miktarda  o-L-Fukoz igeren glikokonjugat
saptandi.

Suncus murinus (Suprasert vd., 2001) submandibular
bezlerindeki serdz ve miikdz karakterli hiicrelerde,
sigirlarda (Pedini vd., 1997) ebner bezlerindeki salgi
ve kanal hiicrelerinde, Spheniscus magellanicus
(Samar vd., 1999) mindr tiikiiriik bezi hiicrelerinde,
tavuk (Samar vd., 2002) damak tiikiirik bezi
hiicrelerinde PNA, WGA ve DBA lektinlerine ait
pozitif materyal saptanmistir. Bu ¢alismada da benzer
olarak Tip 1 ve 2 hiicrelerinde bu lektinlere karsi
pozitif reaksiyon gozlendi. Diger hiicre tiplerinin ise
bu lektinlere reaksiyon vermedigi saptandi.

Kopekte (Pedini vd., 1997) parotid bezi korpus
glandula ve kanal hiicrelerinde ve  Mytilus
galloprovincialis (Robledo vd., 1997) sindirim bezi
tibiilleri ve kanal hiicrelerinde az miktarda, Bubalus
bubalis (Mohamed vd., 2008) nazolabial bezi
epidermis hiicreleri ve korpus glandula hiicrelerinde
olduk¢a yogun a-D-Mannoz ve o-D-Glikoz uglu
glikokonjugat varligi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada
da Tip 1 ve 2 hiicrelerinde a-D-Mannoz ve a-D-
Glikoz uglu glikokonjugatlara yogun olarak rastlandi.
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Kopek (Pedini vd., 1994) parotid bezi hiicrelerinde ve
sigir (Pedini vd., 1997) ebner bezi hiicrelerinde DBA ve
WGA lektinlerinin apikal sitoplazmada yerlesim
gosterdigi belirtilmigtir. Yapilan bu ¢alismada ise Tip 1
ve 2 hiicrelerinde bu lektinlerin sitoplazmadaki
vakuollerin arasinda homojen bir dagilim gosterdikleri
saptandi.
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