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Ozet: Bu calismada rat (Rattus rattus) 6zofagusunda bulunan glikokonjugatlarin Canavalia ensiformis (Con A),
Datura stramonium (DSA), Helix pomatia (HPA) ve Maackia amurensis (MAA) lektinleri ile belirlenmesi
amaclandi.. 5 adet eriskin erkek Wistar albino tiirii ratin 6zofaguslar1 materyal olarak kullanildi. Alinan kesitlere
Canavalia ensiformis (Con A), Helix pomatia (HPA), Maackia amurensis (MAA) ve Datura stramonium (DSA)
lektinleri uygulandi. Ozofagusta epitel yiizeyi, epiteldeki yassi, poligonal, prizmatik hiicreler ile endotel hiicrele-
ri degerlendirildi. Ozofagus epitelinin yiizeyindeki glikokonjugatlarin giiclii ve gok giiclii Con A, ¢ok giiclii HPA
ve zayif DSA reaksiyonlar1 gosterdigi belirlendi. Ozofagusun belirtilen bélgelerinde MAA spesifitesi gésteren
glikokonjugata rastlanmadi. Sonug olarak; rat 6zofagusundaki glikokonjugatlarin siyalik asit igermedigi, gliko-
konjugatlarin dagilimlar1 ve yogunluklarinin bdlgeler arasinda farklilik gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Rat, 6zofagus, mukus, glikokonjugat, lektin histokimyasi.

The Determination of Glycoconjugates in Esophagus of Rat (Rattus rattus)
by Lectin Histochemistry

Abstract: In this study, it was aimed to determine the glycoconjugates in esophagus of rat (Rattus rattus) by
Canavalia ensiformis (Con A), Datura stramonium (DSA), Helix pomatia (HPA) and Maackia amurensis. The
esophaguses of 5 adult Wistar albino rats were used as material. Canavalia ensiformis (Con A), Helix pomatia
(HPA), Maackia amurensis (MAA) and Datura stramonium (DSA) lectins were applied to sections. It was de-
tected that the glycoconjugates in the epithelial surface of esophagus showed the strong and very strong Con A,
very strong HPA and weak DSA reactions. There was no glycoconjugate showed MAA specifity in the men-
tioned regions. It was detected that the glycoconjugates in the rat esophagus did not contain sialic acid, and the
distribution and density of glycoconjugates were differ between regions.

Key Words: Rat, esophagus, mucus, glycoconjugate, lectin histochemistry.

Giris

Ozofagus mide ile yutak arasinda omur-
ganin Oniinde uzanan kismen sindirilmis besin-
lerin laringofarinksten mideye ge¢mesini sagla-
yan bir yol olarak gorev yapar*®',

Organizmanin bir¢ok bosluklu organinin
yiizeyinde yer alan mukus, yapisinda miisin
glikoproteinleri bulunduran viskoz bir salgidir’.

Mukus gastrointestinal kanalda, respiratorik ve
iirogenital sistemde ylizeyi kayganlastirici, ge-
rilmeyi en aza indirici ve zararli maddelere kars1
difiizyon bariyeri olusturmakta gorevlidir®*®.
Mukusun ana yapisim1 olusturan miisinler bir
proteinin biitlin 6zelliklerini ve belirli sartlarda
sekerlerin 6zelliklerini tasiyan kisimlardan olu-
san glikoprotein yapisindaki bilesiklerdir” %,
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Hiicrelerde sekerlerin belirlenmesi i¢in
enzimler, radyoaktif isaretlemeler, antikorlar ve
lektinler kullanilir’. Lektinler, hiicre yiizeyinde-
ki veya organellerdeki seker kalintilarina bagla-
nip, aggliitine ederek belirlenmesine yardimci
olan bitkisel veya hayvansal kaynakli protein ya
da glikoprotein yapidaki maddelerdir®™. Miktar
ve fenotipik belirlemeler icin lektinler, komp-
leks yapidaki oligosakkaritleri 6zel segicilikle
tantylp baglanmasi ozelliginden faydalanilir™.
Bu sayede lektinler, cesitli kan arastirmalarinda,
kanserli hucre yiizeyi incelemelerinde ve birgok
hicre biyolojisi ile ilgili caligmalarda yaygin bir
yontem olarak kullaniimaktadir™.

Bu ¢alismada ise rat 6zofagusundaki gli-
kokonjugatlarin DSA, Con A, HPA ve MAA
lektinleri kullanilarak belirlenmesi amaclanmis-
tir.

Materyal ve Metot

Bu calismada, Siileyman Demirel Univer-
sitesi Deney Hayvani Uretimi ve Deneysel
Arastirma Laboratuvarindan (SDU-HADYEK:
1201531934323139/125) temin edilen 5 adet
eriskin erkek Wistar albino tlir(i ratin 6zofagus-
larinin torakal kismindan alinan 6rnekler mater-
yal olarak kullanildi. Alinan dokular tespit icin
Bouin fiksatifinde yaklasik 16-18 saat stresince
tespit edildi ve parafinde bloklandi. Hazirlanan
bloklardan 5-6 um kalinliginda kesitler alinarak
lektin histokimya yontemi kullanildi. Bu ydén-
teme gore kesitler, 10 dakika %0.3’1ik hidrojen
peroksitte (H,O,) bekletildi, daha sonra distile
su ile c¢alkalandi. 0.1IM ve pH 7.2’lik PBS
(phosphate buffer saline) iceren %1’lik Bovine
Serum Albumin (BSA) ile yikanan kesitler Tab-
lo 1’de diliisyon oranlar1 belirtilen PBS’de ¢6-
ziinmiis Horseradish Peroksidaz-bagli (HRP)
lektinlerle 30 dakika inkibe edilip PBS ile yi-
kandi. Ayrica kesitler lektin igermeyen PBS ile
inklbe edilerek negatif kontrol uygulandi. HRP
lektinlerle baglant1 iceren bdlgelerin tespit
edilmesi icin kesitler DAB (3’3~
diaminobenzidine tetrahydrochloride)’da kont-
rolli olarak inkiibasyon iglemi gerceklestirildi.
Kesitler PBS ile yikandiktan sonra alkol ve
ksilollerden gecirildi ve entellan ile kapama
islemi yapildi. Hazirlanan preparatlar Olympus
CX 41 tipi 151k mikroskobunda incelendi ve
ilgili kisimlardan fotograf ¢ekimleri yapildi.

Tablo 1. Uygulanan lektinlerin izole edildik-
leri tarler ve karbonhidrat spesifite-
leri

Table 1. lIzolated species and carbohydrate
specifities of applied lectins

Lektin Tiir Adi Karbor_lr_lidr_at Dilusyon
Adi spesifitesi oranlari
ConA Ca”.ava".a a-D-Man; a-D-Glc 50 pg/L
ensiformis
HPA Helix pomatia D-GalNAc, 10 ug IL
Maackia amu- Neu 5Aca2, 3 Gal/
MAA rensis GalNAc S0uglL
psa  Daurastramo- GIcNAC 10pg L
nium
Bulgular

Uygulanan lektin histokimya yontemi so-
nucunda rat 6zofagusundaki glikokonjugatlarin
dagilimi ve reaksiyon dereceleri Tablo 2’de
belirtilmistir.

Tablo 2. Ozofagus mukozasindaki glikokon-
jugatlarin lektinlere kars1 verdigi
reaksiyonlar

Table 2. The reactions against to lectins of
glycoconjugates in esophageal mu-

COsa
ulanan
Lektinler Bolge ConA HPA MAA DSA

Epitel yiizeyi 3/4 4 0 1
Yass! hiicreler 213 3/4 0 0
Poligonal hiicreler 3/4 213 0 0
Prizmatik hiicreler 3/4 4 0 0
Endotel hiicreleri 4 1 0 0

Reaksiyon dereceleri, 0: negatif, 1: zayif, 2: orta, 3: gl¢li,
4: cok gugld.

Ozofagus epitelinin yiizeyindeki gliko-
konjugatlarin glgli ve gok gucli Con A (Resim
1), cok giicli HPA ve zayif DSA reaksiyonlar
gosterdigi belirlendi. Lamina epitelyalisin yassi
hicrelerinde orta miktarda ve yogun Con A
pozitif (Resim 1), yogun ve ¢ok yogun HPA
pozitif glikokonjugat saptandi. Poligonal ve
prizmatik htcrelerdeki Con A reaktivitesinin
giiclii ve ¢ok giiclii oldugu tespit edildi. Poligo-
nal hiicrelerdeki glikokonjugatlarin orta ve giic-
10 (Resim 2), prizmatik hicrelerdeki glikokon-
jugatlarin ise ¢ok giiclii (Resim 2) HPA reaksi-
yonu gosterdikleri belirlendi. Bununla birlikte
yassi, prizmatik ve poligonal hiicrelerde DSA
pozitif glikokonjugata rastlanmadi.

Ozofagus submukozasinda yer alan kan
damarlarinin endotel hcrelerinde ¢ok gucli
Con A (Resim 3) ve zayif HPA reaktivitesi be-
lirlenmesine karsin, bu hiicrelerdeki glikokon-
jugatlarin DSA reaksiyonu gdstermedikleri tes-
pit edildi.



Ayrica 6zofagusun belirtilen bolgelerinde
MAA spesifitesi gosteren glikokonjugata rast-
lanmadi.

Re3|m 1. Epltel yuzeylnde (mce ok) gok guglu
yasst hiicrelerde (kalin oklar) orta yogunlukta
reaksiyon. Con A. Bar: 30 um.

Figure 1. Very strong reaction in epithelial
surface (thin arrow), moderate reaction in
squamous cells (thick arrows).

Con A. Bar: 30 pum.

¥ " -\ \ -
Resim 2. Pollgonal hiicrede (ince ok) guglu
prizmatik hiicrelerde (kalin oklar) ¢ok giiclii

reaksiyon. HPA. Bar: 30 pm.

Figure 2. Strong reaction in polygonal cell (thin
arrow), very strong reaction in columnar cells
(thick arrows). Con A. Bar: 30 um.

Resim 3. Endotel hucrelerlnde (oklar) on guglu
reaksiyon. Con A. Bar: 30 pm.

Figure 3. Very strong reaction in endothelial
cells (arrows). Con A. Bar: 30 pm.
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Tartisma ve Sonug¢

Farkli hayvan tiirlerinin 6zofagus gliko-
konjugatlarinin belirlenmesine yonelik ¢alisma-
lar>*>12141819 by lunmaktadir.

Bu ¢alismada elde edilen bulgularla ben-
zer sekilde Poorkhalkali ve ark.' insan, tavsan,
domuz, kedi, gelincik ve képek 6zofagusunda
MAA lektinine karsi reaksiyona rastlamadikla-
rin1 bildirmiglerdir. Bu caligmada elde edilen
bulgulardan farkli olarak tavsan, domuz ve kedi
Ozofaguslarinda Con A pozitif glikokonjugata
rastlanmadigi belirtilmistir'2. Ayni arastiricilar'
Con A uygulamasinda insan, gelincik ve kopek
Ozofagusu yassi hiicrelerinde zayif reaksiyon
belirlediklerini bildirirken, bu ¢alismada yassi
hicrelerde orta ve ¢ok guclii reaksiyon saptandi.
Ayrica bu calismada poligonal ve prizmatik
hiicrelerde gucli ve ¢ok gucli Con A reaktivite-
si saptanmasina karsin, kopek 6zofagusu poli-
gonal ve prizmatik hiicrelerindeki reaksiyonun
zayif oldugu bildirilmistir'?.

Diaz ve ark.® Cynoscion guatucupa 6zo-
fagus epitelinin yiizeyinde orta yogunlukta Con
A reaksiyonu tespit ettiklerini bildirmelerine
karsin, bu caligmada gucli ve gok guclu reaksi-
yon saptandi.

Bu ¢alismada elde edilen bulgulara para-
lel olarak tavuk 6zofagusu epitel hiicrelerinin
yuzeyinde D-GalNAc terminal uglu glikokonju-
gat bulundugu bildirilmistir®. insan 6zofagusun-
da yassi hiicrelerin orta yogunlukta GIcNAc
terminal uclu glikokonjugat icerdikleri, buna
karsin GalNAc terminal uclu glikokonjugat
icermedikleri belirtilmistir'®. Cinar ve Demir-
bag® karga Ozofagusundaki yassi hiicrelerde
yogun miktarda GalNAc, ¢ok az miktarda
GIcNAc terminal uglu glikokonjugat bulundu-
gunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise yassi
hiicrelerin yogun ve ¢ok yogun GalNAc termi-
nal uclu glikokonjugat icerdikleri ancak
GIcNAc terminal uglu glikokonjugata sahip
olmadiklar tespit edildi.

Karga 6zofagusunda poligonal hiicrelerin
cok az miktarda GalNAc terminal uclu gliko-
konjugat icerdigi ancak GlcNAc uglu glikokon-
jugat icermedigi belirtilmistir®. Bu ¢alismada da
poligonal hiicrelerde GIcNAc uglu glikokonju-
gata rastlanmazken, yogun miktarda GalNAc
uclu glikokonjugat saptandi. Insan dzofagusun-
da' bazal epitelde az miktarda GalNAc ve
GIcNAc iceren glikokonjugat bulundugu bildi-
rilmesine karsin; karga 6zofagusunda prizmatik
hiicrelerin bu glikokonjugatlari icermedigi belir-
tilmistir. Bu ¢alismada ise prizmatik hlcrelerde
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yogun GalNAc uglu glikokonjugat saptanirken,
GIcNACc iceren glikokonjugata rastlamadi. Ay-
rica insan 6zofagusunda®™ bildirilen bulgulara
benzer olarak dzofagusta siyalik asitli glikokon-
jugata rastlanmadi.

Rat 6zofagusunda B- Galaktosil igeren
glikokonjugatlar sadece yassi epitel yuzeyinde
bulunurken N- asetil-galaktozamin igeren gliko-
konjugat ise yassi epitelin hem orta hemde bazal
tabakasinda bulundugu belirtilmistir™®.

Sonug olarak; rat 6zofagusundaki gliko-
konjugatlarin siyalik asit icermedigi, glikokon-
jugatlarin dagilimlart ve yogunluklarinda bolge-
ler arasinda farklilik oldugu belirlendi. Ayrica
0zofagus glikokonjugat igeriginin hayvan grup-
lar1 ve tiirler arasinda da degisim gosterdigi
sonucuna varildi.
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