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OZET

INCI KEFALINDE (Chalcalburnus tarichi Pallas, 1811) NOROSEKRESYON
HUCRELERININ DAGILIMI VE GONADO-RELEASING HORMON
(GnRH) SALGILAYAN HUCRELERIN IMMUNOHISTOKIMYASAL

OLARAK ISARETLENMESI

AKCOCUK, Ayse
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Damigmani: Dog. Dr. Giiler UNAL
Agustos 2006, 28 sayfa

Bu calismada, inci kefali beynindeki, ndrosekresyon hiicreleri (NSH) nin
dagilmi  ve  gonado-releasing hormon (GnRH) salgilayan hiicrelerin
immunohistokimyasal lokalizasyonu belirlendi.

Beyinden alinan kesitler hematoksilen-eosin ve aldehit-fuksin ile boyandi.
Beyindeki NSH’ nin anatomik lokalizasyonu gosterildi. Bu hiicreler beynin biitiin
bolgelerinde gozlendi. Ancak, say1, dagilim ve biiytliklilk bakimindan farkli oldugu
tespit edildi. Olfaktoriyal loplardaki NSH’nin homojen bir dagilim gosterdigi,
telensefalon ile mezensefalon arasinda ise grup halinde oldugu belirlendi.
Diyensefalondaki NSH’nin hipotalamusta, nukleuslarda lokalize olduklar1 g6zlendi.
Optik tektumdaki NSH’nin az sayida ve bazilarinin bipolar yapida oldugu, valvula
serebelli’de ise cok sayida ve homojen dagilim gosterdikleri tespit edildi.
Metensefalondaki NSH’nin ozellikle korpus serebellum’un c¢evresinde lokalize
oldugu belirlendi. NSH’nin miyelensefalonda omuriligin ¢evresinde iki grup
seklinde bulunduklar1 gézlendi.

Frozen kesitlerde, memeli GnRH (mGnRH) sentezleyen hiicrelerin dagilim
immunohistokimyasal olarak belirlendi. mGnRH salgilayan hiicreler olfaktoriyal
cikintilarda homojen dagilim gosterirken telensefalonda ise area ventralis
telencephalis pars dorsalis (Vd)’de yogun olarak bulunduklart go6zlendi.
Diyensefalonda mGnRH salgilayan hiicrelerin ventrikiil uzantilarinin ¢evresinde ¢ok
sayida olduklar1 goriildii. Bu hiicrelerin telensefalondaki gibi kii¢iikk boyutlu olup
kuvvetli immunreaksiyon gosterdikleri tespit edildi. Mezensefalonda, optik
tektumda birkag tane, mGnRH antikoru ile koyu boyanan hiicre belirlendi. mGnRH
salgilayan hiicrelerin metensefalonda, korpus serebellum etrafini ¢evreledikleri
tespit edildi. Miyelensefalonda gri maddenin ventral koéklerinde iki grup seklinde
mGnRH salgilayan hiicreler belirlendi.

Anahtar kelimeler: Chalcalburnus tarichi, Inci kefali, Hipotalamus,
Gonado-Releasing Hormon (GnRH), Norosekresyon Hiicreleri.



ABSTRACT

THE DISTRIBUTION OF NEUROSECRETORY CELLS AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL LABELLING OF GONADO-RELEASING
HORMONE SECRETING CELLS in Chalcalburnus tarichi Pallas, 1811

AKCOCUK, Ayse
Msc Thesis, Biology Science
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giiler Unal
August 2006, 28 pages

In this present study, the distribution of neurosecretory cells and the
immunolocalization of gonadotropin-releasing hormones (GnRH) producing cells
were investigated in the brain of the Chalcalburnus tarichi.

The sections which taken from brain, were stained with aldehyde-fucsine
and hematoxilen-eosin. The anatomical localization of neurosecretory cells in the
brain was indicated. These cells were present at all of regions of brain but it was
different the number, distribution and large while the neurosecretory cells in
olfactorial bulb were observed a homojen distribution, between telencephalon and
mesencephalon in a nucleus. While the neurosecretory cells in optic tectum were a
few number and some of them bipolar, in valvula cerebelli were abound and a
homojen distribution. In metencephalon specially around of the korpus cerebellum
were detected. In myelencephalon, the neurosecretory cells were indicated to be
localized within two nuclei.

In the frozen sections, the immunolocalization of the mamalian gonado-
releasing hormone (mGnRH) cells were detected. The mGnRH cells localized in
both olfactrial bulb and telencephalone but more abundant in area ventralis
telensefali pars dorsalis. mGnRH cells were numerous in the ventricle surronding
diencephalone. A few mGnRH cells were detected in the optic tectum. In the
metencephalone, mGnRH cells localized around the corpus cerebelli. Two mGnRH
cell groups localized in the ventral roots of gray matter were observed in the
myelencephalone.

Key Words: Chalcalburnus tarichi, Hypothalamus, Neurosecretory cells,
Gonado-releasing hormone.
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ON SOz

Norosekresyon hiicreleri beynin biitiin bolgelerinde bulunmakla birlikte
daha ¢ok hipotalamusta yogunlasmistir. Bir arada bulunan nérosekresyon hiicre
gruplarina nukleus denir ve bunlar bulundugu bélgeye gére adlandirilir. Ornegin,
preoptik alandaki ndrosekresyon hiicrelerine preoptik nukleus denir. Bu hiicreler
salgilatic1 ve engelleyici olarak adlandirilan nérohormonlar sentezler. Bunlar da
viicudun diger bolgelerinde sentezlenen hormonlarin fiziksel, sinirsel ve hormonal
uyarim yolunda baslangi¢c noktasini tegkil ederler. Bunun i¢in bu hiicreler, canlinin
yasamsal aktivitesinin diizenlenmesinde olduk¢a dnemlidir.

Gonad hormonlarinin sentezlenme yolundaki ilk hormonal uyaric1 gonado
releasing hormon (GnRH) olarak adlandirilir. Bu, tim omurgalilarda {iremenin
kontroliinde kilit rol oynayan bir polipeptit hormondur. Buna gére GnRH hipofiz
bezinden folikiil uyarici ve liiteinlestirici hormon sentezlenmesini uyarir. Bunlar da
ovaryum ve testislerde tireme hiicrelerinin gelismesini saglayan esey hormonlarinin
sentezlenmesini uyarir. Bu sentez yolu tiiriin devamliligi igin olduk¢a 6nemlidir.

Inci kefalinde ne ndrosekresyon hiicreleri ne de GnRH salgilayan hiicrelerle
ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma, Van Golii ve gole dokiilen
akarsular i¢in endemik bir sazan tiirii olan inci kefalinin tireme fizyolojisinin
belirlenmesine 6nemli bir katki saglayacaktir.

Bu caligmayir yapmami Oneren ve calismamin her asamasinda bilgi ve
tecriibelerinden yararlandigim danmisman hocam Dog. Dr. Giiler UNAL’a,
immunohistokimyasal ¢aligmalarda 6zveriyle yardimci olan Tip Fakiiltesi Neuro
Science &gretim {iyelerinden Dog. Dr. Giirkan OZTURK, Dog. Dr. Ender
ERDOGAN, Dr. Serap BEKTAS ve Uzm. Elif KAVAL OGUZ’a arastirmam
sirasinda yardimlarii ve desteklerini esirgemeyen arkadaglarim Ars. Gor. R. Ahmet
OGUZ, Burak KAPTANER, Emre EREZ, Ertugrul KANKAYA ve Zehra
KAYA’ya, is arkadaslarimdan Bayram CAKIR, Mehmet GOKCE, Dr. Cengiz
MORDENIZ’e ayrica ¢alismam esnasinda manevi acidan her zaman yamimda
hissettigim aileme tesekkiir ederim.

Ayse AKCOCUK



ICINDEKILER

OZET
ABSTRACT
ONSOZ
ICINDEKILER
SEKILLER DiZiNi
SIMGELER VE KISALTMALAR
1. GIRIS
2. KAYNAK BILDIRISLERI
3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.2. Yontem
3.2.1. Histolojik metodlar
3.2.2. Immunohistokimyasal metod
4. BULGULAR
4.1. Beynin Genel Yapisi

4.2. Norosekresyon Hiicrelerinin ve GnRH Salgilayan Hiicrelerin Dagilimi1

5. TARTISMA VE SONUC
KAYNAKLAR
0z GECMIS

vii

O O 2 1 322N

N NN
o W W O



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 4.1. Beynin Genel Yapisi. 11
a. Inci kefali beyninin dorsolateral goriiniisii. 11
b. inci kefali beyninin dorsalden gériiniisii. 11
c. Inci kefali beyninin ventralden goriiniisii. 11
Sekil 4.2. Inci kefalinde beyinden alinan kesitte telensefalon bélgesi. 12
a. Telensefalondaki norosekresyon hiicreleri. 12
b. Telensefalik yarimkiirede mGnRH hiicreleri. 12
Sekil 4.3. Inci kefali beyninden alinan kesitte diyensefalon bolgesi. 13
a. Diyensefalon bolgesinin talamus kismindaki ndrosekresyon
hiicreleri. 13
b. Talamus kisminda III. ventrikiil uzantilarinin etrafindaki
norosekresyon hiicreleri. 13
c. Diyensefalonun IIl.ventrikiil etrafindaki nodrosekresyon
hiicreleri. 14
d. Diyensefalonun IIl.ventrikiil etrafindaki mGnRH hiicreleri. 15
e. Hipotalamus kisminda yer alan mGnRH hiicreleri. 15
Sekil 4.4. Inci kefali beyninden alinan kesitte mezensefalon bélgesi. 16
a. Optik tektumda bulunan ndrosekresyon hiicreleri. 16
b. a’daki bolgede bulunan tek bir hiicre. 16
c. Optik tektumda lokalize olan mGnRH hiicreleri. 16
d. Mezensefalon bdlgesindeki norosekresyon hiicreleri. 17
e. Mezensefalon bolgesinde mGnRH hiicreleri. 17
f. Mezensefalon ile metensefalon arasinda  bulunan
norosekresyon hiicreleri. 17
g. Mezensefalon bdlgesinde IV. ventrikiilin ventralindeki
birinci nukleus. 18
h. Mezensefalonda IV. ventrikiiliin ventralindeki ikinci nukleus. 18
Sekil 4.5. Inci kefali beyninin metensefalon bélgesi. 19
a. Korpus serebellumu gevreleyen nérosekresyon hiicreleri. 19
b. Korpus serebellumdaki mGnRH hiicreleri. 19
¢. b’nin biiyiik biiylitmedeki goriintiisii. 19
Sekil 4.6. Inci kefali beyninden alinan kesitte miyelensefalon bolgesi. 20
a. Miyelensefalonda orta kisimda bulunan nérosekresyon
hiicreleri. 20
b. Miyelensefalonun rostralinde grup seklindeki mGnRH
hiicreleri. 20
¢. Miyelensefalonun orta kisminda bulunan mGnRH hiicreleri. 21
d. Miyelensefalonda mGnRH hiicrelerin olusturdugu bir grup. 21
e. d’nin bilylitilmis goriintiisii. 22
f. Omurilikte mGnRH hiicreleri. 22

X



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

u
pl
pm
dk
M
ml
mM
°C

Kisaltmalar

AF
c¢GnRH
DAB
DIC
FLI

GH
GHEF-1
GnRH
GnRH-ir
GtH

HE
HPLC
IHK

KT
1GnRH
mGnRH
mRNA
NPY
NPY-ir
NSH
PAP

PB

PBS

PI
pjGnRH

PPD
RIA

sbGnRH

Mikron
Mikrolitre
Mikrometre
Dakika

Molar

Mililitre
Milimolar
Santigrad derece

Aldehit Fuksin

Chicken Gonado Releasing Hormon

Diaminobenzidine

Differansiyel Interferans Contrast

Fos- Like Immunoreaktivite

Growht Hormon

Growth Hormon Faktor

Gonado Releasing Hormon

Gonado Releasing Hormon-immunoreaktif

Gonadotrofik Hormon

Hematoksilen Eosin

High Pressure Liquid Chromatography

Immunositokimyasal

Ketotestosteron

Lamprey Gonado Releasing Hormon

Mamalian (memeli) Gonado Releasing Hormon

Messenger Riboniikleikasit

Noropeptit-Y

Noropeptit-Y immunoreaktif

Norosekresyon Hiicresi

Peroxidase anti peroxidase

Phosphate Buffer

Phosphate Buffered Saline

Pars Intermedia

Pejerrey Gonado Releasing Hormon

Prolaktin

Proksimal Pars Distalis

Radio Immuno Assay

Rostral Pars Distalis

Seabream Gonado Releasing Hormon
xi



sGnRH Salmon Gonado Releasing Hormon

SL Somatolaktin
T Testosteron
TBS Tris Buffered Saline

TNG Terminal Nerve Ganglion

xii



1. GIRIS

Inci kefali, Van Golii’nde ve gdle dokiilen akarsularda yasayan endemik bir
sazan tliridiir. Bir tiirlin devamliliginin saglanmasinda o tiiriin ireme fizyolojisinin iyi
bilinmesi gerekir. Inci kefalinde gonad gelismesi (Unal ve ark., 1999) ve bir yillik
ireme periyodunda ovaryum folikiillerinin ince yapist ve bazi steroid hormonlarmn
seviyesi belirlenmistir (Unal ve Elp., 2000). Bunun yaninda, hipofizde gonadotrofik
hormon salgilayan hiicreler immunohistokimyasal olarak isaretlenmistir (Unal ve ark.,
Yaymnlanmamus). Inci kefalinde merkezi sinir sisteminin histolojisi caligtlns
(Koyuncu, 2000) fakat beyindeki norosekresyon hiicreleri ile ilgili herhangi bir
caligmaya rastlanamamustir.

Beynin biitiin bolgelerinde bulunan ndrosekresyon hiicreleri, esas olarak
hipotalamusta yogunlagsmistir. Hipotalamus, fiziksel uyartilarin sinirsel uyarti sekilde
alindig1 onemli bir merkezdir ve endokrin yolda bagslangic noktasini olusturur
(Takashima ve Hibiya, 1995). Ornegin, buradan sentezlenen gonado-releasing
hormonu (GnRH) hipofiz tarafindan sentezlenen gonadotrofik hormonlar1 diizenler.
Bu hormonlar da gonadlarda sentezlenen cinsiyet hormonlarinin sentezlenmesini
kontrol ederek iireme hiicrelerinin gelismesini ve iireme davraniglarini diizenler
(Okuzawa ve ark., 2003).

GnRH’lar genel olarak ilk tanimlandiklari canlinin ismine gore adlandirilir ve
bunlardan bir tanesi tiire 6zgiidiir. ik izole edilip tanimlanan GnRH formu memeli
GnRH’dir (Somoza ve ark., 2002b). Yapilan g¢aligmalarla omurgali merkezi sinir
sisteminde yapisal olarak farkli 16 GnRH’1n varlig1 belirlenmis ve bunlardan en az
ikisinin biitiin omurgalilarda bulundugu bildirilmistir (Somoza ve ark., 2002b). Cesitli
baliklarda yapilan calismalar ile beynin farkli bolgelerinde {i¢ farkli GnRH varyantinin
varligt belirtilmistir (Somoza va ark., 2002a, Stefano ve ark., 2000, Parhar ve ark.,
1998). Bunlardan chicken GnRH-II (¢cGnRH-II) orta beyinde (Parhar ve ark., 1998,
Amano ve ark., 2002, Okuzawa ve ark., 2003), tiire 6zgii olan GnRH esas olarak
preoptik alanda ve hipotalamusta (Mousa ve Mousa, 2003, Amano ve ark., 2002,
Robinson ve ark., 2000, Parhar ve ark., 1998 Stefano ve ark., 2000) ve salmon GnRH
(sGnRH) ise terminal sinir ganglionunda (TNG) ve olfaktoriyal ¢ikintida (Stefano ve
ark., 2000, Parhar ve ark., 1998, Rodriquez ve ark., 1999) bulunur.

Lates niloticus (Mousa ve Mousa, 2003), white sucker (Catostomus
commersoni) (Robinson ve ark., 2000), Odontesthes bonariensis (Stefano ve ark.,
2000), mersin balig1 (Egorova ve ark., 2001), Synbranchus marmoratus, Xiphophorus
maculatus, X. Helleri, Odontesthes hatchery (Somoza ve ark., 2002), Verasper moseri
(Amano ve ark., 2002), socheye salmon, chum salmon (Kitani ve ark., 2003), Anguilla
anguilla L. (Montero ve ark., 1994), Solea senegalensis (Rodriguez-Gémez ve ark.,
1999)’de GnRH igeren hiicre ve fibrillerin hipotalamusun diginda, beynin olfaktoriyal
loplari, telensefalik yarimkiireler, diyensefalon ve mezensefalon bdlgelerinde ayrica
medulla oblangatada (Amano ve ark., 2002, Kitani ve ark., 2003) bulundugu
immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir.

Bu calismada, inci kefali beynindeki nérosekresyon hiicrelerinin dagilimi ve
GnRH salgilayan hiicrelerin yeri belirlendi.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Bir giinlik Sturgeon Acipenser naccarii’de, beynin telensefalon,
diyensefalon, mezensefalon, serebellum ve rhombensefalon bolgeleri kolayca ayirt
edilmistir (Vazquez ve ark., 2002).

Traverso ve ark. (2003), Odontesthes bonariensis’in hipofiz ve beyninde
noropeptit-Y  (NPY) immunreaktif hiicrelerin ve fibrillerin  dagilimi
immunohistokimyasal metodlarla belirlemek amaciyla bir ¢aligma yapmuslar,
immunreaksiyon gosteren NPY hiicre govde ve fibrillerinin 6n beyin ve orta beyinde
genis bir dagilim gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, ¢ok sayida NPY fibrili ventral
olarak hipotalamusa uzanan epitalamik seviyede ve hipofiz sapinda bulunmus,
adenohipofize ulasan NPY fibrilleri ile bilylime hormonu ve gonadotrofik hormon
sentezleyen hiicreler arasinda siki bir iligki oldugu gosterilmistir.

Siren (1999), Rana ridibunda’da yaptigi caligmada, aldehit fuksin ile
boyanmis preoptik nukleusda bulunan hiicrelerin farkli boyutlarda oldugunu, farkl
sicakliklarda tutulan deney ve kontrol gruplarindaki bu hiicrelerin nukleus
sekillerinin degismezken sicaklik ile biiyiikliiklerinin degistigini belirtmistir. Ayrica,
kontrol ve deney gruplarindaki biitiin ndrosekresyon hiicrelerinin gesitli biiytikliikte
vakuoller igerdiklerini, genellikle sicakliktaki artigla birlikte vakuollerin sayisinin
arttigin1 bildirmistir.

Meddle ve ark. (1999), disi bildircin beyninde yaptiklar1 bir arastirmada,
GnRH-I salgilayan hiicre govdelerinin preoptik bolgede genellikle periventrikiiler
alanda lokalize oldugunu, ¢ok az Fos-Like immunreaktif (FLI) hiicresinin, preoptik
alanda bulundugunu ve birka¢ hiicrenin de III. ventrikiile dogru bulundugunu
bildirmislerdir.

Somoza ve ark. (2002b)’nin yaptiklar1 derlemede, GnRH varyantlar1 balik
beyninden memeli beynine kadar arastirilmistir. Buna gore ilkel ve gelismis
omurgalilarin sinir dokusundan yaklasgik 16 GnRH izole edilip tanimlanmistir.
Incelenen tim omurgali tiirlerinde, merkezi sinir sisteminde en az iki GnRH
formunun bir arada oldugu ifade edilmistir. Bununla birlikte, kemikli baliklarda orta
beyinde cGnRH-II, preoptik alanda ve hipotalamusta tiire 6zgii GnRH, terminal sinir
ganglionunda ise sSGnRH olmak iizere kemikli baliklarda GnRH’un ii¢ formunun
bulundugunu bildirmislerdir.

Egorova ve ark. (2001) tarafindan mersin baliginda yapilan g¢aligmada,
GnRH salgilayan hiicrelerin beynin gesitli bolgelerinde bulundugu, bunlarin bipolar
ve oval sekilli olduklari, nukleuslarmin eksentrik olarak yerlestigi ve sitoplazmada
goriilen norosekresyon graniillerinin genel olarak hiicre periferinde yogunlastigi
bildirilmistir. Bu hiicrelerin (her bdliimde 5-7 arasi) hipotalamik infundibular
bolgede ¢ok sayida ve ortalama 9.2 pm c¢apinda oldugu; tuberal nukleuslarmn
supependimal bolgelerinde az sayida (her boliimde 3-5 hiicre) ve yaklasik 10.3 pm
capinda olduklar1 tespit edilmistir. NSH’nin ayni1 biiyiikliikte olup ependimal
hiicreler arasinda yerlestikleri ve dentritlerini III. ventrikiil bosluguna uzattiklar:
gosterilmistir.

Mousa ve Mousa (2003), Lates niloticus un beynindeki Gonado- Releasing
Hormon (GnRH) hiicrelerinin dagilimini ve bu hormonlarin hipofizdeki farkl: hiicre
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tipleri ile iligkisini immunohistokimyasal olarak arastirmislar ve chicken Gonado-
Releasing Hormon-II (cGnRH-II) ve memeli Gonado-Releasing Hormon (mGnRH)
hiicrelerinin GnRH immunreaksiyon sistemin temel bilesenleri oldugunu
belirtmisler. Arastiricilar, mGnRH salgilayan hiicre gévdelerinin preoptik bolgede
ve hipotalamusun lateralis tuberis nukleusunda bulundugunu, cGnRH-II salgilayan
hiicre govdelerinin ise optik sinirden sonra bulunmadigini  bildirmislerdir.
Hipofizin, az sayida cGnRH-II salgilayan hiicre fibrili igerirken ¢ok sayida mGnRH
salgilayan hiicre fibrili igerdigi gdsterilmistir. Sonug olarak, GnRH salgilayan hiicre
fibrilleri adenohipofizdeki farkli hiicre tipleri ile iligkili oldugundan, GnRH’1n ¢esitli
hipofiz hormonlarinin diizenlenmesinde rolii oldugunu belirtmislerdir.

Robinson ve ark. (1999), Cypriniformes familyasina ait karakteristik bir tiir
olan Catostomus commersoni’nin beynindeki GnRH formlarini, High Pressure
Liquid Chromatography (HPLC), Radio immuno Assay (RIA) ve immunositokimya
metodlart kullanarak arastirmislar, salmon Gonado-Releasing Hormon (sGnRH),
lamprey Gonado-Releasing Hormon I-II (IGnRH I —II) ve ¢cGnRH-II dahil birkag¢
immunreaksiyon gosteren GnRH formu tanimlayarak GnRH formlarinin, teleost
beyin ve hipofizinde ¢ok sayida fonksiyona sahip oldugunu bildirmislerdir.

Stefano ve ark. (2000) tarafindan yapilan g¢alismada, pejerrey beyninin
sGnRH, cGnRH-II ve pejerrey Gonado-Releasing Hormon (pjGnRH) olmak {izere
GnRH’1in 3 formunu igerdigi gosterilmistir. Arastiricilar, olgun O. bonariensis’in
beynindeki GnRH hiicrelerinin dagilimmi arastirmislar, GnRH salgilayan hiicre
govdelerinin ve fibrillerinin g¢ogunlukla olfaktoriyal ¢ikintilar ile telensefalonun
birlesme yerindeki terminal sinir ganglionu (TNG)’nda, preoptik alanda ve dorsal
tegmentumda bulundugunu belirtmislerdir. Ayrica, GnRH salgilayan hiicre ve
fibrillerin biiyiikliik, yogunluk ve sekil bakimindan farkli olduklarini bildirmislerdir.

Parhar ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢aligmada, Oreochromis niloticus
(tilapia)’un olgun erkek bireylerinde, ii¢ farkli GnRH kodlayan Messenger
Riboniikleikasit (mRNA)’nin {izerine kastrasyon (lireme organlarinin kesilip
cikarilmasi) ve progesteron uygulamasinin etkileri arastirilmistir. Kastrasyonun
onemli bir sekilde sGnRH mRNA seviyesini yiikselttigini fakat seabream Gonado-
Releasing Hormon (sbGnRH) veya cGnRH -II mRNA seviyelerini yiikseltmedigini;
progesteron uygulamasimin ise salmon, deniz levregi ve cGnRH -II mRNA
seviyelerini etkilemedigini belirlemislerdir. Buna gore, sGnRH’1 sentezleyen
hiicrelerin gonadal negatif feedback kontrolii altinda oldugunu ve progesteronun
erkek tilapia’da salmon, deniz levregi ve tavuk GnRH’in1 kodlayan mRNA’lar1
diizenleyen esas hormon olamayacagini bildirmislerdir.

Deniz levregi hipofizinde, sbGnRH ve cGnRH-II ve sGnRH’larinin
seviyeleri, ilk iireme periyodu ve seks farklilagmasi siiresince arastirtlmistir
(Rodriquez ve ark., 2000). Plazma gonadotropin-2 (GTH-2), testosteron (T) ve 11-
ketotestosteron (11-KT) seviyeleri ayni periyotlar boyunca incelenmistir. Hipofizde
GnRH formlarinin hepsi belirlenmistir. sbGnRH seviyesinin cGnRH-II seviyesinden
dokuz kat ve sGnRH seviyesinden on yedi kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Buna gore, 3 GnRH formunun gonadal farklilasmada muhtemel bir roliiniin oldugu,
sbGnRH’in erkek deniz levreginde ilk iireme doneminin diizenlenmesinde
fonksiyonel olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar, GTH-2 ve 11- KT
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seviyelerinin spermiasyon periyodu boyunca yiliksek olmasindan dolayr bu
hormonlarin gonadal olgunlagsmada 6nemli rol oynayabileceklerini bildirmislerdir.

Somoza ve ark. (2002a), cesitli balik tiirlerinin beyin eksraktlarinda
GnRH’larin varligint HPLC ile arastirmislardir. ¢cGnRH II, pjGnRH ve sGnRH’1
biitiin tiirlerde tespit etmisler, bu ii¢ formun gen ifadesinin ortak oldugunu ortaya
koymuslardir.

GnRH, teleostlarda growth hormon (GH) ve somatolaktin (SL)’in
muhtemel sentezleyicisidir. Socheye salmonu (O.nerka)’nda  GnRH’mn GH,
Prolaktin (PL) ve SL’i kodlayan hipofiz mRNA seviyelerine etkileri iireme
doneminden once incelendi. Buna gore, iireme Oncesinde GnRH’mn SL gen
ekspresyonunu uyarabildigi bildirilmistir (Taniyama ve ark., 2000).

Hansen (1999), Australian lungfish’de yaptig1i calismada, preoptik
nukleusun preoptik bdlgenin duvarinda yerlestigini  gostermistir. Preoptik
nukleusdaki hiicrelerin, dorsal pars magnosellularis ve ventral pars parvosellularis
olmak iizere farkli iki bolgede yerlestigi ve bu hiicrelerin boyanmalarinda da 6nemli
farklilik gosterdikleri bulunmustur.

Pinelli ve ark. (1997), immunreaksiyon gosteren mGnRH ve c¢GnRH-II
hiicre ve fibrillerinin dagilimini ayrintili olarak incelemisler ve dnbeyinde mGnRH
salgilayan hiicrelerin ¢ok sayida, cGnRH-II salgilayan hiicrelerin az sayida oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica, mGnRH salgilayan hiicre fibrillerinin daha ¢ok terminal
sinirin intrakranial pargasindan olfaktoriyal loplarin mediobazal yiizeyine dogru,
cGnRH-II salgilayan hiicre fibrillerinin ise arka beyine dogru uzandiklar
belirlenmistir.

Amano ve ark. (2002) tarafindan, 151n yiizgegli flounder verasper
moseri’nin beyninde GnRH’1n olas1 fonksiyonu ve GnRH’1n ii¢ formunun beynin
cesitli bolgelerindeki dagilimi ve seviyeleri incelenmistir. Buna gore GnRH
salgilayan hiicre govde ve fibrillerinin hipofiz ve beyinde lokalize oldugu, bunlardan
sbGnRH formunun hipofizde daha yogun ve seviyesinin de sGnRH ve cGnRH-
II’den daha fazla oldugu gozlenmistir.

Montaner ve ark. (2001), Micropogonias furnieri and Pagrus pagrus
olmak Tizere iki perciform baligm beyin extraktlarinda GnRH molekiiler
varyantlarini incelemisler, her iki tiirde sbGnRH, c¢GnRH-II ve sGnRH’larin
varligint gostermislerdir.

Seabream’deki sGnRH, cGnRH-II ve sbGnRH kodlayan genlerin
expresyonunun sezonal degisikliklerini, ¢evresel ve endokrin faktorlerle GnRH gen
expresyonunun diizenleyici mekanizmalarini daha iyi anlamak i¢in yapilan
calismada, sbGnRH mRNA seviyesinin ovaryum histolojisi ile baglantili oldugu
belirtilmistir (Okuzawa ve ark., 2003).

c¢GnRH-II ve sGnRH olmak iizere, iki GnRH formunun socheye salmonu
ve chum salmonu’nun hipofiz bezinde ve beynin farkli bolgelerindeki seviyesi
smoltifikasyon ve iireme icin go¢ donemi boyunca spesifik zaman bagiml
fluoroimmunoassay sistem kullanilarak 8l¢iilmiistiir. Ureme gégii ve smoltifikasyon
boyunca beynin farkli bdlgelerindeki sGnRH seviyesinin, hipofiz GtH veya serum
tiroid hormonunun seviyeleri ile uyumlu iken cGnRH-II seviyesinin uyumsuz
oldugu belirtilmistir. Farkli beyin bolgelerinde bulunan sGnRH ve ¢cGnRH-II’nin,
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salmonidlerde yumurta gdgii ve smoltifikasyonu boyunca farkli rollerinin olabilecegi
bildirilmistir (Kitani ve ark., 2003).

Anguilla anguilla’da mGnRH ve c¢GnRH-II olmak iizere GnRH’in iki
formunun hipofiz ve beyindeki dagilimini belirlemek igin, Montero ve ark. (1994)
tarafindan spesifik antikorlar kullanilarak immunohistokimyasal bir ¢alisma
yapilmistir. Buna gére, mGnRH ve cGnRH-II"nin farkli hiicrelerde lokalize oldugu
mGnRH salgilayan hiicre govdelerinin, olfaktoriyal ¢ikintilarda, olfaktoriyal
cikintilarla  telensefalon arasindaki  baglantida (nucleus  alfaktoretinalis),
telensefalonda, preoptik bolge ve mediabazal hipotalamusta, mGnRH salgilayan
hiicre  fibrillerinin ise hipofiz, olfaktoriyal c¢ikintilar, ventral telensefalon,
hipotalamus, optik tektum ve mezensefalonda bulundugu tespit edilmistir. cGnRH-II
salgilayan hiicre gévdelerinin orta beyin tegmentumunda, fibrillerin ise beynin farkli
bolgelerinde dagildigi bulunmustur. Hipofizin yogun olarak mGnRH salgilayan
hiicre fibrili ve az sayida cGnRH salgilayan hiicre fibrilleri igerdigi bildirilmistir.

Senegal  dilbaliginda, GnRH  yapilarinin  beyindeki  dagilimu,
immunohistokimyasal olarak Rodriquez-Gomez ve ark. (1999) tarafindan
incelenmistir. Bu ¢alismada, sGnRH ve cGnRH-II formlarinin hiicre gévdelerinin
olfaktoriyal ¢ikintilar ve telensefalon (terminal sinir ganglion hiicreleri) arasindaki
baglantida, ventral telensefalonda, preoptik parvoselluler nukleusta ve medial
longitudinal fasciculusun sinensefalik nukleusunda, fibrillerin ise yaygin olarak,
telensefalonda, preoptik alanda, hipotalamusta, hipofizde, optik tektumda, orta
beyinde ve rhombensefalonda bulunduklari bildirilmistir.

Unal ve Elp (2000), inci kefalinde ovaryumun ince yapisini ve bazi steroid
hormonlarin bir yillik tireme siklusunda ovaryumdaki degisimini arastirmiglardir.
Ovaryumda 11-dehydrokortikosteroidin, vitellogenez boyunca ¢ok az bir degisiklik
gosterdigini ovulasyondan sonra diistiigiinii ve bu seviyesini korudugunu; 17f3-
Ostradioliin vitellogenez safhasi boyunca artarak, safhanin 6. aymnda en yiiksek
seviyede fakat ovulasyondan 15 giin sonra en diisiik seviyede oldugunu; 17a-
hidroksi progesteronun, 17B-Ostradiol gibi vitellogenez boyunca arttigini fakat
sathanin sonunda ani olarak diistiigiinii, ovulasyondan 10 giin sonra ise en yliksek
seviyeye ulastigini; progesteron seviyesinin 11-dehydrokortikosteroid gibi az
degisiklik gosterdigini fakat ovulasyondan sonra en yiiksek seviyeye ulastigini
bildirmislerdir. Sonug¢ olarak, vitellogenez sirasinda spesifik teka hiicrelerin,
ovulasyondan sonra ise granuloza hiicrelerin steroid sentezledigini; 11-
dehydrokortikosteroidin olgunlagmay1, 17B-6stradiol ve 17a hidroksi progesteronun
vitellogenin sentezini uyardigini, progesteron ve 17a hidroksi progesteronun ise
ovulasyondan 10 giin sonra pik olusturdugunu bildirmislerdir.

Unal ve ark. (1999), inci kefalinde gonad gelisimini yasa ve cinsiyete bagl
olarak incelemislerdir. Buna gore, oogenez boyunca, kromatin nukleolus faz,
periniiklear faz, kortikal alveolar faz, vitellogenik faz, olgunlagsma fazi ve ovulasyon
faz1 olmak {iizere alt1 gelisim sathasi belirlemislerdir. Ovulasyonun Mayis-Haziran
aylarinda gergeklestigini, baligin ilk defa 36-37 aylik oldugunda yumurta biraktigini
ve ovulasyondan sonra geng oositlerin kortikal alveolar faza girerek yeni bir siklusu
bagslattigin1 bildirmislerdir.

Inci kefalinde hipofiz bezinin histolojisi ve gonadotrofik hiicrelerin
immunohistokimyasal lokalizasyonu incelenmistir. Standart boyama teknikleri ile
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adenohipofizin rostral pars distalis (RPD), proksimal pars distalis (PPD), pars
intermedia (PI)’dan olustugu ve burada yedi hiicre tipinin bulundugu tespit
edilmistir. RPD ve PI ‘de PAS pozitif hiicrelerin anti-human FSH ve human LH ile
kros reaksiyon verdigi ve az sayida GTH hiicrenin RPD’de lokalize oldugu
gozlenmistir. GTH hiicrelerinin norohipofizyal doku dallar1 arasinda bulundugu
bildirilmistir. PPD’deki hiicrelerin ¢ogunun bazofilik oldugu ve bunlarin poligonal
ve ovoid sekilli olmak iizere iki tipinin oldugu tespit edilmistir. Poligonik tip
hiicrelerin PPD’nin ventral ve dorsal boélgelerinde daginik olarak, PI ve RPD
bolgelerinde ise ¢evresel olarak yerlestigi belirlenmistir. Bu hiicrelerin anti-hFSH ve
hLH ile giiglii bir reaksiyon gosterdigi bildirilmistir. Ovoid sekilli hiicrelerin
PPD’nin orta kisminda lokalize oldugu ve bu hiicrelerin anti-hFSH ve LH ile ayrica
reaksiyon verdigi ancak zayif boyandig1 gosterilmistir. PI bdlgesine lokalize olan
hiicrelerin PAS negatif oldugu fakat PI'yi cevreleyen folikiildeki bazi hiicrelerin
hFSH ve LH ile kros reaksiyon gosterdigi belirlenmistir. Anti-hLH ile boyanan
hiicrelerin genellikle anti hSH ile boyananlardan daha gii¢lii immunoreaksiyon
gosterdigi bildirilmistir. GtH hiicrelerinin hipofizin biitiin bolgelerinde bulundugunu
ancak PPD’de, RPD ve PI’dekinden daha yogun oldugu gozlenmis olup LH
hiicrelerinin oosit olgunlasmasinin kontrolii ile iliskili oldugu bildirilmistir (Unal ve
ark., basilmamus).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan Inci kefali (Chalcalburnus tarichi Palas, 1811)
Karasu ¢ay1 ve Van Goli’ nden serpme agiyla yakalanarak oksijen ile beslenen
kaplarda laboratuvara canli olarak getirildi. Calisma i¢in, 15-20 cm boy ve ortalama
50-70 gr agirligindaki ergin baliklar kullanildi. Baliklar, 20 mg/It konsantrasyondaki
Quinaldine ¢ozeltisinde anestezi edilerek beyine zarar vermeden kafatasi kemikleri
ayrildi. Ortaya ¢ikartilan beyin, optik kanallar1 ve diger sinir baglantilar1 kesilerek
dikkatli bir sekilde ¢ikartildi ve tespit soliisyonu igerisine kondu.

3.2. Yontem
3.2.1. Histolojik metodlar

Cikartilan beyin dokusu, Bouin ve %4’liik paraformaldehit soliisyonlarinda
oda sicakliginda 24 saat tespit edildi. Bouin ile tespit edilen doku, %70’1ik alkolde
pikrik asidin sar1 rengi gidene kadar, paraformaldehitle tespit edilen dokular ise
cesme suyunda (1-2 saat) yikandi. Dokular dereceli alkol serilerinden gegirilerek
suyu alindi, ksilolde seffaflastirildi ve parafine gomiildii. Parafin bloklardan hem
enine hem boyuna 5-6 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Bazi kesitler dokunun
taninmasi i¢in hematoksilen-eosin ile, diger kesitler, ndrosekresyon hiicrelerinin
belirlenmesi i¢in norosekresyon materyalini boyayan aldehit fuksin (Gomori 1950)
boyasi ile boyandi. Hazirlanan preparatlar, Nomarski differansiyel interferans
kontrast (DIC) mikroskobu (Nikon-Eclipse E600) ile incelenerek gerekli resimler
cekildi.

3.3.2. immunohistokimyasal metod

Beyin kesitlerinin immunohistokimyasal boyanmasi, poliklonal antikor
(Rabbit anti Luteinizing Hormone Releasing Hormone-LHRH, Chemicon, lot-
0509010464) kullanilarak yapildi. % 4’liik paraformaldehitle tespit edilen beyin
dokulari, 200 ml distile su iginde 1 adet PBS tableti ¢oziilerek hazirlanan PBS
(pH:7.4, Sigma, P-4417, lot-79H8200) soliisyonu ile yikandiktan sonra, donma
esnasinda dokuda kristal olusumunu engellemek i¢in, %30°luk sukroz ¢6zeltisinde 4
°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu dokulardan Leica (CM 1900)
marka frozen kesit cihazi ile 5-6p kalinliginda kesitler alind1 ve dokunun kuruyarak
antijenik 6zelligini kaybetmesini engellemek icin her bir kesitin iizeri triton-x ile
kaplandi.

Kesitler, Primer antikor ile 4 °C’de 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra PBS ile
yikandi. Sekonder antikor (Biotinli kegi anti rabbit igG, Sigma) ilave edilerek 4
°C’de 1 gece bekletildi. Kesitler tekrar PBS ile yikandi ve ekstravidin peroksidaz
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(ExtrAvidin Peroksidaz Konjugati steril distile suda 1/100 oraninda hazirlandu.
Sigma, E-2886, lot-69H4806) ile 4 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda kesitler tris tampon (15 ml diionize suda bir tablet ¢o6ziildii. pH:7.6,
Sigma, T-5030, lot-118H8200) ile yikandi. Daha sonra kesitlerin iizerine DAB
soliisyonu (1 ml subsrat ile 20 ul kromojen karistirildi. Dako, K3467, lot-11363)
damlatilarak oda sicakliginda kahverengi renk olusumu gozlendi. Preparatlar distile
suda yikandiktan sonra gliserjel (Benmari usulii 50°C’de 3-5 dk bekletildi. Dako,
C0563, 10t-07103) ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar, Nikon marka arastirma
mikroskobunda incelenerek fotograflar: ¢ekildi.



4. BULGULAR

4.1. Beynin Genel Yapisi

Beyin 6nden arkaya dogru esas olarak telensefalon (6n beyin), diyensefalon
(ara beyin), mezensefalon (orta beyin), metensefalon (arka beyin) ve miyelensefalon (son
beyin) bolgelerinden olusur ve bu bolgeler ¢iplak gozle rahathkla ayrilabilir.
Telensefalon’da, ¢ift haldeki koklama loplari, koklamaya ait sinirler ve 6n beyin
yarmmklireleri bulunur. Diyensefalon, dorsalden bakildiginda ¢ok belirgin olmamakla
birlikte ventralden bakildiginda bu bélgenin uzantist olan hipotalamusun g¢ift olan
inferior loplar1 ve tek olan medial lop kolaylikla goriiliir. Mezensefalon, beynin en iri
bolgesi olup dorsalden bakildiginda igerdigi optik loplar ayirt edilir. Metensefalon bir lop
halinde olup 6n kisminda genisce bir korpus serebelli bulunur; bunun arka kismi da
kaudal lop olarak adlandirilan iki ¢ikinti ile sonlanir. Son beyini takip eden medulla
spinalis ise kaudal yiizgece kadar uzanir (Sekil 4.1a, Sekil 4.1b, Sekil 4.1c).

4.2. Norosekresyon Hiicrelerinin ve GnRH Salgilayan Hiicrelerin Dagilim

Olgun inci kefali beyninden alman enine ve boyuna kesitlerde, nérosekresyon
hiicreleri (NSH) beynin biitiin kisimlarinda belirlendi. NSH’nde nukleusun eksentrik
olarak yerlestigi ve norosekresyon materyalinin ise hiicre periferinde bulundugu
gozlendi. Yapilan imunohistokimyasal c¢alismada da ayni sekilde beynin biitlin
kisimlarinda memeli Gonado-Releasing Hormon (mGnRH) salgilayan hiicreler tespit
edildi. Bu bolgelerde bulunan noérosekresyon ve mGnRH salgilayan hiicreler sayi,
biiyiiklikk ve dagilim bakimindan farklilik gosteriyordu.

Olfaktoriyal Loplar: Bu bolgedeki NSH’nin kiiglik boyutlu olup homojen
olarak dagildig1 goriildii. mGnRH salgilayan hiicrelerin kuvvetli immunreaksiyon
gosterdigi ve beynin diger bolgelerine gore daha yogun bulunduklari tespit edildi.

Telensefalon: Bu bolgeden enine alinan kesitlerde, NSH’nin area ventralis
telencephalis pars dorsalis’de area dorsalis telencephali pars centralis’e gore daha yogun
olduklar1 gozlendi. Telensefalik yarimkiireler ile olfaktoriyal loplar arasindaki baglantry1
saglayan kisimda ¢ok sayida norosekresyon hiicresinin varhigi goriildii (Sekil 4.2a).
mGnRH salgilayan hiicrelerin 6zellikle telensefalik yarimkiirelerin birlestigi alanda ve
telensefalonunun dis fibrial kisimlarinda fazla sayida bulunduklar tespit edildi (Sekil
4.2b).

Diyensefalon: Bu bolgedeki NSH’nin nucleus preopticus periventricularis
(NPP) ve nucleus lateralis tuberis (NLT)’de yogun olarak yerlestikleri tespit edildi.
NSH’nin hipotalamusta beynin diger bolgelerine gore daha yogun olduklart ve 6zellikle
diyensefalon ventrikiil uzantilarinin ¢evresinde yerlestikleri gozlendi (Sekil 4.3a, Sekil
4.3b, Sekil 4.3c). Hipotalamustaki mGnRH salgilayan hiicrelerin telensefalondaki gibi
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kiigtik boyutlu olup kuvvetli immumreaksiyon gosterdikleri tespit edildi. Hipotalamusun
inferior loplar1 ve medial lopu olmak tizere her ii¢ lopda da mGnRH salgilayan
hiicrelerin  dzellikle diyensefalon ventrikiilii etrafinda olduk¢a yogun yerlestikleri
goriildii (Sekil 4.3d, Sekil 4.3¢).

Mezensefalon: Optik tektumda, 6zellikle stratum griseum centrale, stratum
album centrale ve stratum griseum periventriculare’de bazilar1 bipolar yapida olan az
sayida NSH gozlenirken (Sekil 4.4a, Sekil 4.4b), daha az sayida mGnRH salgilayan
hiicrelere de rastland1 (Sekil 4.4c). Optik tektumun altinda, metensefalonun bir uzantisi
olan valvula serebelli’de (Sekil 4.4d) bulunan NSH’nde homojen bir dagilim goriildii.
Ayni alanda hipotalamus ve telensefalondaki mGnRH salgilayan hiicrelere gore daha
biiylik boyutlu ve daha zayif immunreaksiyon gosteren hiicreler tespit edildi.
Mezensefalonun, optik tektum disinda kalan kisimlarinda daha ¢ok sayida ve homojen
bir sekilde yerlesim gosteren mGnRH salgilayan hiicreler belirlendi (Sekil 4.4e).
Telensefalona yakin olan 6n kisminda bir grup NSH gozlendi. Mezensefalonun arka
bolgesinde ise IV. ventrikiiliin yakiimnda diger kisimlara gore daha kiigiik ve daginik
olan NSH goriildii. Mezensefalon ile metensefalon arasindaki gecis bolgesinde bir arada
bulunan NSH belirlendi (Sekil 4.4f). Bu kisimlarin diginda valvula serebelli’nin altinda
bulunan central acoustik lope’da enine kesitlerde birkag tane NSH’nin varlig1 gozlendi.
Enine kesitlerde, mezensefalon bolgesinin arkasina dogru IV. ventrikiiliin ventralinde,
mauthner hiicrelerinin her iki yaninda birer niikleus tespit edildi (Sekil 4.4g, Sekil 4.4h).

Metensefalon: Metensefalondan gegen enine ve boyuna kesitlerde NSH’nin
ozellikle molekiiler tabaka ile graniiler tabaka arasindaki purkinje hiicre tabakasmin
etrafinda korpus serebellumu adeta bir kusak seklinde gevreledikleri (Sekil 4.5a) ve
korpus serebellum’un rostralinde bulunan eminentia graniilaris etrafinda yer aldig
goriildi. Ayni alanda kiigiik boyutlu ve mGnRH antikoruna kars1 kuvvetli
immunreaksiyon veren hiicrelerin de korpus serebellum etrafinda yerlestikleri belirlendi
(Sekil 4.5b, Sekil 4.5¢). Daha alt kesitlerde IV. ventrikiiliin her iki tarafinda yine az
sayida, biiyiik boyutlu ve zayif immunreaksiyon gosteren mGnRH salgilayan hiicreler
tespit edildi. Metensefalon ile mezensefalon arasinda, optik tektuma yakin bolgede
lokalize olan N'SH, korpus serebellum etrafindakilere gore daha kiigiiktiir. Metensefalon
ile mezensefalon arasindaki gecis bolgesinde IV. ventrikiile yakin alanda yerlesen NSH
olduk¢a dagmiktir. IV. ventrikiiliin kaudal loplara bakan kisminda farkli biiyiikliikte
NSH goriildii.

Miyelensefalon: Miyelensefalondan gegen boyuna kesitlerde, medulla
oblangatanin dorsalinde az sayida, kiigiik ve dagmnik olan NSH gozlendi. Ventrala dogru
inildikge bu hiicrelerin daha biiyliik oldugu gorildi (Sekil 4.6a). Ayni diizeyde
hipotalamusa yakin bolgede (Sekil 4.6b), medial alanda simetrik halde yerlesim gosteren
nukleus seklinde biiyiik boyutlu ve zayif immunreaksiyon gosteren mGnRH salgilayan
hiicreler belirlendi (Sekil 4.6¢c, Sekil 4.6d, Sekil 4.6¢e). Spinal kordda Y-harfi seklindeki
gri maddenin ventral koklerinde iki grup NSH tespit edildi. Ayrica omurilik kanali
etrafinda da NSH tespit edilirken bu hiicrelerin kuvvetli immunreaksiyon gosteren kiiciik
boyutlu mGnRH salgilayan hiicreler oldugu gozlendi. Omurilikte ¢ok seyrek olmak
iizere biiyiik ve zayif immunreaksiyon gosteren hiicrelere de rastland1 (Sekil 4.6f).
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Sekil 4.1.

Beynin Genel Yapist. a. Inci kefali beyninin dorsolateral gériiniisii,
b. Inci kefali beyninin dorsalden goriiniisii, c. Inci kefali beyninin
ventralden goriiniisii (1. Olfaktoriyal loplar, 2. Koklama kanali,
3.Telensefalik yarimkiireler, 4. Optik loplar1 gozikken mezensefalon,
5. Metensefalon, 6. Miyelensefalon, 7. Omurilik, 8a. Optik kiyazma,
8b. Mediyal lop, 8c. inferiyor lop).
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b

Sekil 4.2. Inci kefalinde beyinden alinan kesitte telensefalon bolgesi.
a. Telensefalondaki norosekresyon hiicreleri (aldehit fuksin), b.
Telensefalik yarimkiirede mGnRH hiicreleri (ihk).



Sekil 4.3a,b. Inci kefali beyninden alinan kesitte diyensefalon
bolgesi (aldehit fuksin). a. Diyensefalon bdlgesinin talamus
kismindaki ndrosekresyon hiicreleri. b. Talamus kisminda III. ventrikiil
uzantilarinin etrafindaki nérosekresyon hiicreleri.
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Sekil 4.3c. Inci kefali beyninden alinan kesitte diyensefalon
bolgesi (aldehit fuksin). c. Diyensefalonun IIl.ventrikiil etrafindaki
ndrosekresyon hiicreleri.



15

Sekil 4.3d,e. Inci kefali beyninden alinan kesitte diyensefalon
bdlgesi (ihk), d. Diyensefalonun IIl.ventrikiil etrafindaki mGnRH
hiicreleri, e. Hipotalamus kisminda yer alan mGnRH hiicreleri.



Sekil 4.4ab,c.  Inci kefali beyninden alinan kesitte mezensefalon bélgesi. a. Optik
tektumda bulunan nodrosekresyon hiicreleri (aldehit fuksin), b. a’daki
bolgede bulunan tek bir hiicre (aldehit fuksin), c. Optik tektumda
lokalize olan mGnRH hiicreleri (ihk).



Sekil 4.4d,e.f. Inci kefali beyninden alman kesitte mezensefalon bolgesi. d.
Mezensefalon bolgesindeki norosekresyon hiicreleri (aldehit fuksin), e.
Mezensefalon bolgesinde mGnRH hiicreleri (ihk), f. Mezensefalon ile
metensefalon arasmda bulunan nérosekresyon hiicreleri (aldehit fuksin).



Sekil 4.4g,h. Inci kefali beyninden alinan kesitte mezensefalon
bolgesi (aldehit fuksin), g. Mezensefalon bdlgesinde IV. ventrikiiliin
ventralindeki birinci nukleus, h. Mezensefalonda IV. ventrikiiliin
ventralindeki ikinci nukleus.
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Sekil 4.5. Inci kefali beyninin metensefalon bolgesi. a. Korpus serebellumu
cevreleyen norosekresyon hiicreleri (aldehit fuksin), b. Korpus
serebellumdaki mGnRH hiicreleri (ihk), c. b’nin bilyiik bilyiitmedeki
goriintiisii (ihk).



b

Sekil 4.6a,b. 1Inci kefali beyninden alinan kesitte miyelensefalon
bolgesi. a. Miyelensefalonda orta kisimda bulunan ndrosekresyon
hiicreleri  (aldehit fuksin), b. Miyelensefalonun rostralinde grup
seklindeki mGnRH hiicreleri (ihk).



d

Sekil 4.6¢c,d. 1Inci kefali beyninden alinan kesitte miyelensefalon
bolgesi (ihk), c. Miyelensefalonun orta kisminda bulunan mGnRH
hiicreleri (ihk), d. Miyelensefalonda mGnRH hiicrelerin olusturdugu bir

grup.



f

Sekil 4.6¢.f. Inci kefali beyninden alman kesitte miyelensefalon bélgesi (ihk), e.
d’nin biiyiitiilmiis goriintiisi, . Omurilikte mGnRH hiicreleri.



5. TARTISMA VE SONUC

Diger baliklarda oldugu gibi, inci kefalinde de merkezi sinir sistemi,
telensefalon, diyensefalon, mezensefalon, metensefalon ve miyelensefalon olmak
iizere bes bolgeye ayrilir. Bu baligin beyninde bulunan noérosekresyon hiicreleri (NSH)
ve Gonado-Releasing Hormon (GnRH) salgilayan hiicrelerin lokalizasyonu ile ilgili
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Beyinden alman enine ve boyuna kesitlerde,
NSH’nin beynin hemen hemen biitiin bolgelerinde bulundugu ve bu hiicrelerden
bazilarinin mGnRH antikoru ile kuvvetli veya zayif immunreaksiyon verdigi gézlendi.

Bazi1 baliklarda beynin farkli bolgeleri (Sas ve ark., 1990), bu bolgelerdeki
nukleuslarin adlandirilmasi  ve lokalizasyonu (Cardenas ve ark., 2000), bu
nukleuslarda bulunan hiicrelerin morfolojik ve boyanma 6zellikleri (Hansen, 1999),
boyutlar1 (Zambrano, 1970) ve ince yapist (Lederis, 1962) incelenmistir. Kurbaga
(Siiren, 1999), kus (Meddle ve ark., 1999) ve baliklarda (Zambrano, 1970) yapilan
cesitli caligmalar ile beyinde bulunan ndrosekresyon hiicrelerinin benzer yapilarda
oldugu belirlenmistir.

Bu calismada, olfaktoriyal loplardaki NSH’nin, diyensefalon bolgesi harig
diger bolgelerdeki hiicrelere gore kiigiik boyutlu olduklart ve homojen bir sekilde
dagildiklar1 belirlendi. Yilan baligi (Montero ve ark., 1994) ve mersin baligindaki
(Egorova ve ark., 2001) bulgulara benzer olarak inci kefalinde de olfaktoriyal loplarda
mGnRH salgilayan hiicreler tespit edildi. Bununla birlikte bu bdlgede, barfin
flounder’de sGnRH, cGnRH-II, sbGnRH’a karsi kullanilan antikorlardan sadece
sGnRH’in (Amano ve ark., 2002) ve white sucker’da kullanilan sGnRH, 1GnRH-I,
IGnRH-III, c¢GnRH-II antikorlardan sadece tiire 6zgii GnRH salgilayan hiicre
fibrillerinin varlig1 tespit edilmistir (Robinson ve ark., 2000). Tilapia’da yapilan
ekstraksiyon ¢aligsmast ile bu bolgede sadece sGnRH salgilandig: belirtilmistir (Parhar
ve ark., 1998). Bu da, bu bdlgede bulunan GnRH salgilayan hiicrelerin, tiirler arasinda
farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir.

Telensefalik yarimkiirelerin birlestigi alanda yogun ve yarimkiirelerde seyrek
olmak tizere, olfaktoriyal loplardaki hiicrelerle ayn1 biiyiikliikte NSH nin varlig tespit
edildi. Bu bolgelerde daha az sayida ve benzer dagilima sahip mGnRH salgilayan
hiicreler belirlendi. Benzer olarak ayni bolgede, yilan baliginda mGnRH salgilayan
hiicreler ve fibrilleri (Montero ve ark., 1994), nil levreginde de ventral telensefalonda
mGnRH salgilayan hiicre fibrillerinin varligi belirlenmistir (Mousa ve Mousa, 2003).
White sucker’da, telensefalonda sGnRH, 1GnRH-I, IGnRH-III, c¢GnRH-II
antikorlarmdan sGnRH, IGnRH ve c¢GnRH igeren fibrillerin oldugu bildirilmistir
(Robinson ve ark., 2000). Dil baliginda yapilan ekstraksiyon ¢aligmasi ile bu bolgede
sadece sGnRH tespit edilmistir (Rodriquez ve ark., 1999).

Inci kefali beyninin preoptik alanindaki NSH, Australian lungfish’indeki
bulgulara benzer olarak (Hansen, 1999), diyensefalon ventrikiiliiniin etrafinda 6zellikle
nukleus preoptikus magnosellularis ve nukleus preoptikus parvosellularis’de daha
yogun oldugu belirlendi. Pejerrey’de yapilan bir ¢alismada diyensefalon venrikiiliiniin
iki kiyisinda ir-NPY hiicrelerin bulundugu ve bunlarin GnRH salgilayan hiicrelerle
sik1 baglantili olduklar1 bildirilmistir (Traverso ve ark., 2003). Preoptik alanda bulunan
NSH’nin diyensefalon ventrikiiliiniin etrafindaki hiicrelere gore daha az sayida ve daha
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homojen dagildiklar1 gézlendi. Bu alan, pejerrey’de GnRH ic¢in immunoreaksiyon
veren alanlardan biri olarak tespit edilmistir (Stefano ve ark., 2000). Inci kefalinde de
preoptik alanda, daha yogun olarak hipotalamusta ve diyensefalon ventrikiilii etrafinda
mGnRH salgilayan hiicrelerin varligi gozlendi. Benzer olarak nil levregi (Mousa ve
Mousa, 2003) ve yilan baligi (Montero ve ark., 1994)’nda preoptik bolge ve
hipotalamusun alt orta bdlgesinde mGnRH salgilayan hiicrelerin varlig bildirilmistir.
Bununla birlikte ayni alanda, Barfin flounder’de sbGnRH sentezleyen hiicre ve
fibrilleri (Amano ve ark., 2002), ve white sucker’da sGnRH ve 1GnRH igeren
hiicrelerin varlig1 gosterilmistir (Robinson ve ark., 2000). Tilapia’da yapilan
ekstraksiyon ¢aligmasi ile de preoptik alanda sadece sbGnRH sentezlendigi tespit
edilmistir (Parhar ve ark., 1998).

Optik tektumda diyensefalon ve telensefalona gore daha seyrek ve bazilar
bipolar 6zellikte olan NSH goriildii. Bu bodlgede birkag tane de mGnRH salgilayan
hiicre tespit edildi. Ayrica mezensefalonun optik tektum disinda kalan kisimlarinda
homojen dagilim gosteren, telensefalon ve diyensefalondakilere gore daha biiyiik olan
ancak zayif reaksiyon veren mGnRH hiicrelerin varligi belirlendi. Farkli olarak,
Stefano ve ark. (2000), pejerrey beyninde bu bdlgede mGnRH salgilayan hiicrelerin
degil, cGnRH-II'yi sentezleyen hiicrelerin bulundugunu, ayrica optik tektum
tabakalarindan stratum album centrale, stratum griseum centrale ve stratum fibrosum
griseum superficialis’te GnRH salgilayan hiicrelerin yer aldigmni bildirmislerdir. Inci
kefalinde soluk boyanan bu hiicreler, cGnRH-II salgilayan hiicreler olabilir. Barfin
flounder’de sGnRH sbGnRH ve ¢cGnRH-II antikorlar1 kullanilarak yapilan ¢alismada,
ortabeyin tegmentumunda sadece cGnRH-II-ir hiicre govdelerinin  bulundugu
bildirilmistir (Amano ve ark., 2002). European silver ell’de ise mGnRH ve cGnRH-II
antikorlarindan cGnRH ile reaksiyon veren hiicreler, diyensefalon ve mezensefalon
arasinda gozlenmistir (Montero ve ark., 1994).

Inci kefalinde, serebellum’da bulunan NSH, mezensefalonun igine dogru
uzanan valvula serebelli’de yogundur ve bunlar korpus serebellumu bir kusak seklinde
cevreler. Bu hiicrelerin arasindaki bazi hiicrelerde, mGnRH antikoru ile zayif
reaksiyon gozlendi. Metensefalonda IV. ventrikiiliin kaudal loplara bakan kisminda,
(daha alt kesitlerde) IV. ventrikiilin her iki tarafinda ve metensefalon ile
mezensefalonun gecis bolgesinde (IV. ventrikille yakin alanda) yer alan NSH
belirlendi. Literatiirde bu bolgede ¢esitli GnRH salgilayan hiicre fibrillerinin varlig
belirtilirken (Rodriquez ve ark., 1999), inci kefalinde metensefalonun diger
bolgelerinde acik renkli boyanmakla birlikte korpus serebellum etrafinda daha koyu
boyanan mGnRH sentezleyen hiicreler tespit edilmistir. Bu bdlgede herhangi bir
GnRH sentezlendigine dair literatiir bilgisine rastlanmazken inci kefalinde, omurilikte,
Y harfi seklindeki gri maddenin ventral koklerinde iki grup NSH belirlendi ve bu
hiicrelerin ¢ogunun da mGnRH antikoruna pozitif reaksiyon verdigi tespit edildi.
Bununla birlikte pejerrey’de yapilan bir ¢alismada, bu bolgede GnRH sentezleyen
hiicre fibrillerinin varlig1 belirtilmistir (Stefano ve ark., 2000).

Sonug¢ olarak, inci kefali beyninde olfaktoriyal loplar, telensefalon,
diyensefalon, mezensefalon ve metensefalon bolgelerinde NSH, telensefalon ve
diyensefalonda ise mGnRH hiicrelerin yogun olarak bulunduklari belirlendi.
Literatiirden farkl1 olarak omuriligin boz madde icerisinde iki tane NSH gruplar1 ve bu
gruplarda anti mGnRH ile giiclii reaksiyon veren hiicreler tespit edildi.
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