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OZET

Sarioglu T. Fare Embriyolarinda Gonadal Gelisim Uzerine Retinoik Asitin Etkilerinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2009.

Fare embriyolarinda, primordial germ hiicreleri, embriyonik gelisiminin 6,5 giiniinde
proksimal epiblastta olusmaya baslar, 7,5. giinden itibaren gonadlara dogru go¢ ederek
yaklagik 10,5- 11,5 giinleri arasinda gonadlara girerler. Retinoik asit, embriyonal
gelisimde hiicresel gelisimin diizenlenmesi ve farklilasmada onemli rol oynar. Tirozin
kinaz reseptorii olan c-kit ise embriyonik gelisim esnasinda gametogenez, hematogenez,

mast hiicresi gelisimi ve islevi ile melanogenez gibi olaylarda onemlidir.

Bu calismada fare primordial germ hiicrelerinin gelisimi iizerine retinoik asitin
etkilerini arastirmak iizere 12 adet Balb/c gebe disi fare kullanildi. Deney grubu
hayvanlarina gebeliklerinin 5,5; 6,5 ve 7,5 giinlerinde 3 giin gavaj yoluyla 80mg/kg
retinoik asit verildi. Kontrol ve deney gruplarina ait hayvanlarin tiimii, gebeliklerinin
8,5. giinlinde eter anestezisi altinda sakrifiye edilerek embriyolar1 alindi. Primordial
germ hiicreleri alkalen fosfataz ve c-kit ile boyandi. Primordial germ hiicrelerinin
alkalen fosfataz aktivitelerinin, deney grubu hiicrelerinde daha siddetli oldugu, c-kit (+)
immiinreaksiyonu gosteren primordial germ hiicrelerinin sayisinin deney gruplarinda
kontrol grubuna nazaran daha fazla oldugu ayrica hem deney hem de kontrol grubunda
immiinreaksiyonun hiicre membraninda ve sitoplazmasinda goriildiigii tespit edildi. Bu
bulgulara gore; retinoik asitin primordial germ hiicrelerinin gelisiminde 6nemli rol
oynadigi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Embriyo, Primordial germ hiicre, Retinoik Asit, Alkalen fosfataz, c-
kit

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmigtir. Proje No: 2394
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ABSTRACT

Sarioglu T. The Research of The Effects of The Retinoic Acid on The Development of
Gonad In the Mouse Embryos. Istanbul University, Institute of Health Science,
Histology and Embryology Department. Master (Msc). Istanbul. 2009.

In mouse embryos, the primordial germ cells occur in proximal epiblast at 6.5 dpc, since
7.5 dpc they migrate through the gonads. In embryonic development, as for retinoic acid
play an essential role in differentiation and regulation of cellular development. During
embryonic development, c-kit who a tyrosine kinase receptor is essential for
gametogenesis, hematopoesis, development and function of mast cell and
melanogenesis.

For research the effect of the retinoic acid on the primordial germ cell development
there used 12 pregnant Balb/c mice. During three day (5,5; 6,5 and 7,5), 80 mg/kg
retinoic acid given via by gavage to the animals of the experimental group. At the 8.5
dpc, all embryos of the control and the experimental groups were taken to the animals
who under ether inhalation anesthesia and after this they sacrificed. The primordial
germ cells are stained for alkaline phosphatase and immunohistochemical detection of
c-kit. The primordial germ cells alkaline phosphatase activity is strong in the
experimental group than the control group. The c-kit (+) immunoreactions who showed
primordial germ cell’s number are more in the experimental groups compared to the
control group; furthermore the (+) reaction is seen in membrane and cytoplasmic
localization of both group the control and the experimental group. There results
according to deduce retinoic acid play a considerable role in the development of
primordial germ cells.

Key Words: Embryo, Primordial germ cell, retinoic acid, Alkaline phosphatase, c-kit

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 2394
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RESUME

Sarioglu T. Recherche des Effets de I’ Acide Rétinoique sur le Développement des
Gonades Chez la Souris. Département d’Histologie et d’Embryologie,’ Institut des
Sciences de la Santé, Université d’Istanbul (These de Master 2) Istanbul 20009.

Chez les embryons de souris, les cellules germinales primordiales commencent a se
Séme
b

former entre les cellules de 1’épiblaste proximal le 6 jour de leur développement, a

eme éme
) 5

partir du 7 jour ils commencent a migrer vers les gonades. Au environ du 10, et
11,57 jours ils entrent dans les gonades. L’acide rétinoique joue un rdle essentiel dans
la régulation du développement cellulaire et dans la différenciation lors du
développement embryonnaire. c-kit qui est un récepteur kinase, lors du développement
embryonnaire joue un rdole important pendant la gamétogénese, 1’hématopoiese, le

développement et la fonction des mastocytes et la mélanogenese.

Pour rechercher les effets d’acide rétinoique sur le développement des cellules
germinales primordiales de la souris, il a ét€ utilis€ 12 souris de race Balb/c en
gestation. 80mg/kg d’acide rétinoique a été donné par voie orale, trois jour a la suite
(5,5 6,57 7,5°) au groupe expérimentale. Les embryons ont été prélevé le 8,5%me
jour, de toutes les souris anesthésié qui a la suite ont été sacrifiés. Les cellules
germinales primordiales ont été colorées avec la colorisation d’alcaline phosphatase et
une détection immune histochimique de c-kit. L activité d’alcaline phosphatase des ces
cellules a été plus forte chez les cellules germinales primordiales du groupe
expérimentale, le nombre de cellules a immun réaction (+) de c-kit étant plus nombreux
dans le groupe expérimentale par rapport au groupe de contrdle de plus I'immun
réaction a été relevé au niveau membranaire mais aussi au niveau cytoplasmique.
D’apres ces résultats il a été conclu que I’acide rétinoique joue un réle important dans le

développement des cellules germinales primordial.

Mots clés: Embryo, cellule germinale primordiale, acide rétinoique, Alcaline
phosphatase, c-kit.

Ce travail présent a été soutenu par le Fonds de Recherche de 1'Université d’istanbul.
Projet No. 2394



1. GIRIS VE AMAC

Primordial germ hiicreleri, tiirlerin siirekliligi ve genetik bilginin gelecek
nesillere gecisinden sorumlu gametlerin onciilleridir (4). Primordial germ hiicrelerinin
onciilleri ise; farelerde embriyonal gelisimin 6 ile 6,5 giinleri arasinda, proksimal
epiblastt olusturan hiicre toplulugundan BMP4 faktoriiniin etkisi ile olusur (2,18). Bu
progenitor hiicreler aymi giinlerde, alkalen fosfataz ile histokimyasal olarak
saptanabildigi gibi, c-kit, SSEA-1, F9, EM-1, Oct4 ve Stella genlerinin ekspresyonu ile
de saptanabilirler (4, 23, 40). 7-7,5 giinler arasinda gelecekteki gonadlarin olusacagi
bolgeye dogru go¢ baslar. Go¢ evresi boyunca primordial germ hiicreleri aktif bir
sekilde cogalirlar (19). Gelisimin 10,5 ile 11,5 giinleri arasinda primordial germ
hiicreleri gonadlara girer (24). Artik gonosit olarak adlandirilan bu hiicreler gonadlarda
toplandiktan bir siire sonra, diside yaklasik 12,5 giinde mayoz boliinme baslar. Ancak
profaz I’ de durur (19). Erkekte ise gelisimin 13,5 giiniinde mitotik durgunluga girer ve
G1/Gy’da dogumdan sonraya kadar kalirlar (5, 25)

Retinoik asitler, embriyonik gelisimde, temel fizyolojik siirecler i¢in gereklidir
(21). Ogzellikle embriyonal ve fetal gelisim boyunca, hiicresel gelisimin
diizenlenmesinde ve farklilasmada onemli rol oynar (28). Prenatal ve postnatal hayat
esnasinda spesifik yerel bolgelerde ¢esitli zamanlarda iiretilir ve kullanilir (6). Retinoik
asit ergin organizmanin farklilasmasini ve gelismesini destekler, ama embriyonun
gestasyonunu desteklemek i¢in tek basina yetersizdir (34). Primordial germ hiicrelerinin
proliferasyonunu uyarabildikleri (mitotik etki) ve dejenerasyonlarini geciktirdikleri ileri
striilmiistiir (18). Bu etkilerinden dolay1 in vitro c¢alismalarda cesitli hiicre tiplerini
farklilastirma ve gelistirmede kullanilir (19).

c-kit/SCF kompleksi, primordial germ hiicrelerinin vitellus kesesindeki gelisim
siireclerinde, gonadlara goclerinde, devamindaki gelismelerinde ve hayatta kalimlarinda
cok onemlidir (31). c-kit, farede primordial germ hiicreleri tarafindan embriyolojik
gelisimin 7. giiniinden itibaren ekprese edilmeye baslar, gelisimin 12. giiniine kadar go¢
yolu boyunca sekresiyonu devam eder. Bu hiicrelerin c-kit ekspresyonu, oogeneze veya
spematogeneze gecisleri icin mayoza girerken kesilir (40). Diside gonadlarin
oositlerinde c-kit tekrar 17,5. giinde ekprese edilmeye baslarken erkek gonadlarda c-kit

ekspresyonu ancak dogumdan hemen sonra yeniden baglar (24, 43).



Calismamizda, retinoik asitin fare embriyonlarinda primordial germ hiicreleri
tizerine etkilerinin morfolojik olarak hem alkali fosfataz reaksiyonu bakimindan hemde

c-kit immiin reaksiyonu acisindan degerlendirilmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Primordial germ hiicreleri

Primordial germ hiicre onciilleri fare embriyosunda gelisimin 6,25-6,5. giiniinde
ekstraembriyonik ektodermin yakininda, bir dizi hiicre seklinde epiblastin
proksimalinde ve posteriyorunda olusmaya baslar (4). Bu hiicreler gelisimin 6,25.
giiniinde yaklasik 6 hiicre iken gelisimin 7. giiniinde 40 hiicreye ulasir. Lawson ve
Hage’in calismasinda epiblast da yaklasik 40 hiicre, progenitor hiicre toplulugu olarak
degerlendirilmektedir. Bu hiicreler, genelde kiiciik yalanci ayak seklinde yuvarlak
uzantilarla  hareketli hiicre goriiniimiindedirler (2). Ilk 6 hiicre embriyonun
posteriyorunde var olan epiblast hiicrelerinden tiiremis olabilir, diger kalan kisim
olasilikla proksimal epiblast boyunca dagilmis epiblasttan tiireyip gastrulasyon

esnasinda embriyonun posteriyor kismina hareketlenmis olabilir.

Viseral endoderm ve ekstraembriyonik ektoderm primordial germ hiicrelerin
meydana gelmelerinde Oonemli bir rol oynar. Viseral endoderm ve ekstra embriyonik
ektoderm, gastrulasyon esnasinda modelleme gorevlerinin yaninda primordial germ
hiicre onciilerinin dogru indiiklenmesinden de sorumludurlar (7). Ekstra embriyonik
ektodermin salgiladigi TGFp ailesinin iiyelerinden BMP4, proksimal epiblastin, ya
primordial germ hiicresine ya da allantoise farklilasmasim1 saglar (23). Ancak
beklenildigi gibi primordial germ hiicrelerinin spesifiklesmesine direkt etkili degillerdir.
Bu iki dokunun primordial germ hiicre gelisiminde 6nemli olduklar1 fakat farkli rol
oynadiklar1 goriilmiistiir. Primordial germ hiicre onciileri, spesifik primordial germ
hiicresi olusturmak icin yeterli degildirler; olasilikla ekstraembriyonik mezodermden

salinan sinyallerle primordial germ hiicre spesifiklesmesi belirir(7).



Sekil 2-1 6,5 giinliik embriyo. (DH: desidual hiicreler; TDH: trofoblastik dev hiicreler;
VK: vitellus kesesi; EXE: ekstraembriyonik ektoderm; M: mesoderm; EE:
embriyonik ektoderm)

2.1.1. Primordial germ hiicrelerin gocii

Gelisimin 7-7,5. giinlerinde primordial germ hiicreleri, arka bagirsagin olusacagi
bolgededirler. 7,5-8,5. giinleri arasinda endoderm, arka bagirsagi olusturmak {iizere
invaginasyon yapar ve primordial germ hiicreleri endoderm hiicreleri ile ileriye taginir
(26). Invaginasyon sonucunda primordial germ hiicreleri embriyo icine kivrilip arka
bagirsagin duvarina géomiilmeye baslar (4). Diger bir degisle; embriyo sefalokaudal
fleksiyon sonucunda tiip seklini almaya basladiginda, viicudu laterallerden de katlanir,
boylece primordial germ hiicreleri pasif olarak embriyo icine gecip primitif arka
bagirsak epitelinin endodermal hiicreleri arasinda tek tek hiicreler seklinde goriilmeye

baglarlar (30).

Epiblast hiicrelerinde hiicre dongiisii 6-7 saat siirmesine karsin primordial germ
hiicrelerinde iki kati yani 12-14 saattir (2). 1954 yilinda Chiquoine tarafindan,
primordial germ hiicrelerinin yiiksek diizeydeki dokuya 6zgii olmayan alkalen fosfataz
(TNAP; tissue non spesifik alkaline phosphatase) aktivitesinin fare embriyonlarinda

gelisimin 8,5 giiniinde tanimlanabildigi ileri siiriildii (26). Tam ve Snow (39) ise



gelisimin 8,5 ile 13,5 giinleri arasinda TNAP ekspres eden primordial germ hiicre

sayisinin 150 den 26000’e her 12—-14 saat katlanarak arttigin1 saptamislardir (41).

S

By

Sekil 2-2 8,5 giinliik embriyo. (S: somit; K: kalp tomurcugu; B: Bas bolgesi)

Gelisimin 9,5. giiniinde bu hiicreler arka bagirsaktan ayrilmaya baslar.
Baslangicta, arka bagirsak duvarinda ventral pozisyonda yerlesmesine ragmen
primordial germ hiicreleri viicut duvarinin icine notokord ve aortaya dogru, iki taraftan
hareket eder. Bu zaman diliminde, arka bagirsak s6lomik bosluga heniiz inmemistir,
boylece erken gociiciiler iirogenital sirt olusumlarinin i¢ine direkt go¢ ederler. Daha geg
evrede ayrilan primordial germ hiicreleri ise hedeflerine varmadan once dorsal mezenter

boyunca go¢ etmek zorunda kalirlar (4).

Go¢ esnasinda primordial germ hiicreleri, yalanci ayaga benzer cikintilart olan,
genis, yuvarlak veya oval sekilde hiicrelerdir. Isik mikroskobunda, birka¢ merkezi
yerlesimli nukleolus iceren vezikiilli nukleuslar1 oldugu saptanmistir. Transmisyon
elektron mikroskobu ile primordial germ hiicrelerinin sitoplazmalarinin genis
mitokondriyonlar, bol ribozom ve vezikiillii golgi komplekslerine sahip olduklar1 ancak
endoplazmik retikulumun sisternalar1 agisindan fakir bulunduklar tespit edilmistir.

Onemli bir yapisal ozellikte, yag damlalar1 kadar bol miktarda glikojen graniillerinin



varligidir. Bu ultra yapisal 6zellikler insanda ve farede elektron mikroskopik diizeyde

primordial germ hiicrelerinin saptanmasini saglar (30).

In vivoda, go¢ boyunca primordial germ hiicreleri cevrelerindeki somatik
hiicreler ile etkilesirler (14). Arka bagirsagin icinde primordial germ hiicrelerin
davranigini iki protein diizenler, E-kadherin ve c-kit/steel. Primordial germ hiicreleri

arka bagirsakta yokken, arka bagirsagin epitelyum hiicreleri Ca™”

a bagimli E-kadherin
eksprese ederler. Bu gii¢lii adezif etkilesimler primordial germ hiicrelerinin bagirsak
icinde 6zgiirce hareket etmelerini saglayabilmektedir. Steel /c-kit etkilesimi primordial
germ hiicrelerinin bagirsak ig¢inde kolonizasyonu, hayatta kalimi ve/veya gocii icin
gereklidir. Primordial germ hiicreleri c-kit eksprese ederken arka bagirsak hiicreleri
Steel ekspres ederler; bu etkilesim primordial germ hiicrelerin gocleri kadar bu ¢evrede
hayatta kalimlar1 icin gerekli olabilir (27). Germ hiicreleri, arka bagirsaktan ciktiktan
sonra, genisleme siirecinde, ag olusturmak icin her biri digerine ulagma egilimindedir.
Laminin’in belki hiicre yiizeyindeki proteoglikan ve/veya integrin ekspresyonu

diizenlemesi ile hiicre adezyonu primordial germ hiicre rehberligi icin bir rol

oynayabilir (26).

Gelisimin 11,5. giiniinde hemen hemen tiim primordial germ hiicreleri genital
sirtlara  ulasmis ve Dbirbirleriyle kiimelesmeye baslamiglardir (4). Hareketlilik
ozelliklerini kaybettikleri ve daha dairesel sekil aldiklarn goriilir. Aym1 zamanda,

glikojen icerikleri anlamh sekilde azalir (30).

2.2. Retinoik asit

“Retinoidler” hem A vitaminin (retinol) dogal diyet metabolitlerini hem de aktif
sentetik analoglarini igeren genel bir terimdir. Organizmada genellikle retinol, retinal,
retinoik asit ve retinil fosfat seklinde bulunur. Retinoik asit (RA) A vitaminin biyolojik

tirevidir.

Hem klinik hem de deneysel ¢alismalar, retinoidleri; embriyolojik morfogenez
ve organogenezde, hiicre gelisimi, farklilagsma, apoptoz, homeostaz ve bazi ¢esitli temel

biyolojik siirecleri diizenledigini gostermektedir (12, 20).

2.2.1. Metabolizmasi
A vitamini hayvansal kaynakli besinlerde retinol ve retinol esterleri seklinde

bulunurken bitkisel kaynakli besinlerde karotenoidler seklinde bulunmaktadir. Sindirim



kanalinda retinol esterleri bir lipaz enzimi tarafindan hidrolize edilir ve epitelyum
hiicreleri tarafindan absorbe edilen retinol serbestlesir. Hedef dokularin hiicrelerinde
retinol ve tiirevleri CRPB (cellular retinol binding protein) ve CRAPB (cellular retinoid
acid-binding protein) diye adlandirilan tasiyicilara baglanirlar. Bu tasiyicilarin rolii

nukleus i¢ine retinol ve retinoik asidin gegisini saglamaktir (8).

Retinoliin oksitlenmesi sonucu retinoik asit olusur. Retinoik asit, retinoliin tiim
etkileri olmasada hiicre proliferasyonu stimiile etme ve epitel dokusunun normal

durumlarin siirekliligini giiclendirme etkilerini gosterir. Retinoik asit retinole doniismez.

Retinol ve retinal birbirlerine doniiserek A vitamini tiim etkilerini yerine
getirirken retinoik asit bu maddelere doniisemediginden A vitaminin etkilerinden sadece
hiicre proliferasyonunu ve farklilasmay1 destekleme ile epitelin normal durumunu
siirdiirmesini saglar. Retinoik asit ve onun fosforile tiirevi, dokularda glikoprotein

sentezine katkida bulunur (17).

2.2.2. Isotretinoin

CHs CHy
T,
CH; T
e
i 0" ™0oH
CHa

CH5

Sekil 2-3 isotretinoin formiilii

[sotretinoin (13-cis-retinoik asit,13CRA, Roaccutane®) cesitli dermatolojik
hastaliklarin tedavilerinde kullanilan bir ilagdir (35). Yag bezlerinde sebum tiretimini
inhibe etmesi sebebiyle tretinoine cevap vermeyen kistik nodiiler ve agir piistiiler akne
vakalarinin tedavisinde oral olarak kullanilir. Ayrica epidermiste keratinizasyonu,
proliferasyonu ve farklilasmayi inhibe eder; bu nedenle hiperkeratotik cilt
hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. Antiinflamatuvar etkisinin oldugu ve ayrica hiicre-
aracili sitotoksik reaksiyonlar1 uyardigi ileri siiriilmiistiir. Ik bulunan retinoidler olup
kimyasal yap1 bakimindan retinoik asite ¢ok benzerler. Yiiksek derecede lipofilik olan

isotretinoinin yemek ile birlikte alindiginda kolay emilmesinden dolay:r biyoyararliligi



acken alinmasina oranla 2 katina ¢ikar. Plazma proteinlerine baglanma orani yiiksektir
ve albiimin en 6nemli baglanma proteini olarak goriiliir. Oral yolla alimindan hemen
sonra kanda goriilen metaboliti 4-okso-isotretinoindir. Birde in vivo alternatif bir yolla
tretinoin izomer {iriinii (all-trans-retinoik aist) olusturur (1). Insanda metabolitlerin
glukuronidasyonu kesin olarak ispatlanmamasina ragmen hayvanlarda gergeklestirilen
caligmalarda, = metabolizasyonun  gecerli  yolunun  glukuronidasyon  oldugu
diisiiniilmektedir. Insanda ve kopekte yapilan calismalar, bireyden bireye isotretinoin
plazma konsantrasyonunda farklilik goriilmesi de katkisi olabilecek bir enterohepatik
geri dolasgima dikkat cekmektedir. Isotretinoin, hemen hemen yalmizca hepatik
metabolizasyon ve ardindan safra atilimi yoluyla uzaklastirildigi goriilmektedir. Oral
yoldan alinmasindan sonra degismemis ila¢ eliminasyon yar1 omrii 7-39 (ortalama:

yaklasik 20 saat) saattir (17).

2.3. Alkalen Fosfataz

Dokularda yaygin olarak bulunan alkalen fosfatazlar, monofosfat esterlerin
hidrolizini katalizleyen hiicre membranina bagli enzimlerdir (22). Uluslararasi
Biyokimya birligi’nin (IUB) adlandirma sistemine gore sistematik ismi; ortofosforik
monoester fosfohidrolaz (alkalen optimum) EC.3.1.3.1.°dir. Alkalen fosfatazlar alkali
pH da maksimum aktivite gosteren fosfatazlar1 kapsamaktadir ve farkli bircok enzimi
icermektedir. Alkalen fosfatazlarin hepsi glikoprotein yapida olup aktif bolgelerinde
Zn*? ve Mg* icerir. Alkali pH da bu enzim fosfat ester gruplarindan inorganik fosfati
serbestlestirir (42). Farede var olan 3 izoformu, embriyonik, intestinal ve dokuya 6zgii
olmayan alkalen fosfatazlardir (tissue non-specific alkaline phosphatase: TNAP).
Sonuncusu hemen hemen tiim embriyonik gelisim esnasinda ve bircok dokuda ekspres
edilir. Farede TNAP 4. kromozomda 50 kb lik 12 ekzona uzanmis sekilde yerlesimlidir.
Bu genin c¢ikartilmasi primordial germ hiicrelerinin gogii dahil olmak iizere embriyo
gelisimine engel olmaz, ancak dogumdan birkag¢ giin sonra 6liimlere sebep olur ( 22).

Bu enzim ailesinin fizyolojik rolleri hakkinda fazla bilgi yoktur. Tabiatta ¢ok
yaygin olarak bulunan bu enzim, karaciger, ince bagirsak, pankreas, kemik, tiroid bezi,
plasenta, meme bezi, dis minesi, seminifer tiibiilleri, 16kosit hiicre membrani,
endoplazmik retikulum, mitokondri, nukleus zar1 ve hiicre membraninda da bulunur
(42). Omurgali gelisimi esnasinda primordial germ hiicreleri basta olmak iizere, cesitli

hiicrelerde yiiksek diizeyde ekspresyonu, morfogenetik ile farklilasma merkezlerinde



yaygin olarak bulunmalarina baglanabilir (9). Alkalen fosfatazlarda bir ekstraselliiler
matriks protein baglama alaninin varligi bu enzimi eksprese eden gociicii hiicreler ile
ilgili olabilir (22).

Primordial germ hiicreleri Ginsburg ve arkadaslari tarafindan farede gelisimin
7.glinde tammmlanmustir ve alkalen fosfataz pozitif gociicii primordial germ hiicrelerinin
mitoz bakimindan ¢ok aktif olduklart ileri siiriilmiistiir (13). Alkalen fosfataz eksprese
eden c¢esitli embriyonik hiicre soylarinda, bu ekpresyonun promotorii EIA dir.
Embriyonik kok hiicrelerinde, bu promotoriin transkripsiyonal aktivitesi retinoik asit
tarafindan diizenleniyor. Fare gelisiminin 8,5. giiniinden 12,5. giine kadar gociicii
primordial germ hiicrelerinde E1A transkripti saptanmistir. Escalante-Alcalade ve
arkadaslari, alkalen fosfataz’in ekspresyonunun retinoik asit niikleer reseptor araciligi

ile ve ozellikle alkalen fosfataz promotorii E1A’nin direkt etkisi ile aciklamislardir (9).

2.4. c-kit

c-kit, membrana bagh Tip III tirozin kinaz protein reseptoriidiir (11). Tirozin
kinaz protein reseptorlerinin tiimii ayni topolojiye katilirlar: bir ekstraselliiler ligand-
baglayici alan (domain), bir tek transmembraner segment ve bir sitoplazmik kinaz alani

(32).
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Sekil 2-4 c-kit, Tip III tirozin kinaz protein reseptorii (3)
SCF c-kitin ligandidir. c-kite baglanmis Stem Cell Factor (SCF), reseptoriin
dimerizasyonuna ve protein kinaz aktivitesine yol a¢gmaktadir. Aktivasyon esnasinda

reseptor tirozin uclarinda otofosforillenmeye baslamakta; sonugta olusan fosfotirozin

artiklari, fosfotirozin-baglanma alanlar1 ve SH2 iceren molekiil sinyal transdiiksiyonu
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icin kenetlenme alanlar1 gibi islev gormektedir. Aktiflenmis Kit substrat

fosforilasyonlarinida katalizler.

c-kit proto onkogeni fareninin 5. kromozomunun W locus’unda, insanda ise 4.
kromozomunda tanimlanmistir. c-kitin mutasyonu ergin farede ve gelisimi esnasinda
gametogenez ile hematopoezde bozukluklara yol acmaktadir (10). c-kit/ SCF
sinyallesmesi, gametogenez ve hematogenezin yani sira mast hiicresi gelisimi ve islevi

ile melanogenezde de onemlidir (33).

Farede c-kit/SCF sistemi, W ve SI mutant farelerin gonad sirtlarinda primordial
germ hiicrelerin sayisinda siddetli azalma gdzlemlenmesi, embriyogenez esnasinda bu
sistemin germ hiicrelerinin gelisiminde de esas bir rolii oldugunu gosterdi. Embriyonal
gonad da, c-kit primordial germ hiicrelerinde genital sirtlara dogru goclerinden 6nce ve
sonra saptanabilir (15). Gonadal sirtlara uzanir uzanmaz primordial germ hiicreleri
olgun gametlerin liretimine yol acan farklilasma siirecine girerler. SCF/c-kit sistemi
olgun germ hiicrelerin iiretimleri ve hayatta kalmalarimi destekleyerek erkek ve disi

gonad gelisiminde de esas rol oynar (37)

Fare gametogenezinde c-kit ve SCF nin rolii yalnizca embriyonal donem ile

sinirh degildir, postnatal spermatogenezde de énemli rol alirlar (15).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinden
(DETAE) alinan 13.02.2008 tarih ve 13 numarali Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun
onay!r ile yapilmistir. 6 aralik 2008 tarithinde malzemelerin tesliminden sonra

calismamiz baglamgtir.

Calismamizda Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Deney
Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda iiretilmis Balb/c soyu, 3-4 aylik, eriskin, 3045 g agirhiginda 12 adet
disi fare kullamildi. Deney hayvanlari standart kafeslerde 12 saat aydinlik,12 saat
karanlik ve 1sis1 22-24°C olan fizyolojik ortamlarda tutulup uygun kosullarda
barindirildi. Ayni biyolojik kosullar altinda tuttugumuz hayvanlar standart pellet yem ve

musluk suyu ile serbest beslemeye tabi tutuldular.

3.1. Hayvan Deneyi Uygulamasi

Disi fareler gece boyunca erkek farelerin yaninda tutularak ertesi sabah vajinal
plak (+) bulundugunda gebeliklerinin 0,5. giinii kabul edildi ve gebe fareler ayri
kafeslere alindi. Kontrol gruplarinda bulunan hayvanlara herhangi bir ila¢ uygulamasi
yapilmadi. Deney gruplarina uygulanacak olan 13-cis retinoik asit (ROCHE Roaccutane
20mg, isotretinoin) misir yagi-alkol karisiminda siispanse edildi. 80 mg retinoik asit, 4,5
ml misir yag ve 0,5 ml absolii etil alkol i¢inde ¢oziildii. Bu sekilde hazirlanan soliisyon
0,2 ml yani 80 mg/kg dozunda gebeligin 5,5; 6,5 ve 7,5 giinlerinde gavaj yoluyla
uygulandi. Kontrol ve deney gruplarina ait hayvanlarin hepsi 8,5 giinde eter anestezisi
altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Alinan embriyolar 151k mikroskobik
incelemeler i¢cin %10 tamponlu formalin ve 7:1 oraninda absolii etil alkol: glasiyal

asetik asit tespit soliisyonlarinda tespit edildi.

3.2 Isik Mikroskobu Takibi

% 10 tamponlu formalinde 24 saat fikse edilen embriyolar yiikselen alkol (etanol
Riedel-de Haén) serilerinden (her birinde 24 saat tutmak suretiyle) gecirilerek doku
icindeki su uzaklastirildi. Daha sonra dokular toluol (Merck ) ile saydamlastirildi. 7:1
absolii etil alkol: glasiyal asetik asit tespit soliisyonunda 1 saat +4°C de tespit edilenler,

24 saat + 4 °C de 2 kez absolii etil alkol de dehidrate edilip, 2 kez 1’er saat +4 de
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kloroformda saydamlastirildi. Daha sonra tiim embriyolar 58°C’lik etiivde (Herdaus)

eriyen sivi parafinde (Kimetsan) 3 saat bekletildi ve parafin bloklar icine gdmiildii.

LEICA RM marka mikrotom ile alinan 3 mikronluk (um) kesitler hematoksilen & eozin

(H&E) ve alkalen fosfataz ile boyandi. Preparatlar Olympus CX21 marka 151k

mikroskobu kullanilarak histolojik olarak degerlendirildi.

3.2. Histokimyasal boyamalar

3.2.1. Hematoksilen & Eozin

Dokularin genel goriiniimiinii ayird edebilmek amaciyla H&E boyasi uygulandi

Boyanin vapilist:

Parafinin dokudan uzaklastirilmasim1 takiben kesitler etil alkol serilerinden

(%100, 96, 90, 70) gecirilerek distile suya indirildi.
Hematoksilende 15 dakika boyandi.

Cesme suyunda calkalandiktan sonra boyanin fazlasi asit alkolle giderilip cesme

suyunda 1 saat bekletilerek morarmalar1 saglandi.
Eozinde 2 dakika boyandi ve distile suya alindi.

Yiikselen etil alkol serilerinden (% 70, 90, 96, 100) sonra toluolden gegirilerek
kanada balzam ile (AppliChem 8007-47-4) ile kapatildi.

Islem sonunda, hiicre nukleusu mavi mor, sitoplazma ise pembe renkte izlendi.

3.2.2. Alkalen fosfataz boyama

Alkalen fosfataz aktivitesi yiiksek hiicreleri tespit edebilmek icin Ginsburg ve

arkadaslarinin kullandig1 yontem uygulandi (13).

Boyanin vapilist:

Parafini uzaklastirilan kesitler, inen etil alkol serilerinden 5’er dakika gecirilerek

distile suda iki kez 10’ar dakika bekletildi
Alkalen fosfataz boya soliisyonunda 20-30 dakika inkiibe edildi.

Tekrar distile suya alimip daha sonra suyu uzaklastirilarak 1:1 PBS/gliserin

karigimu ile kapatildi.
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Alkalen fosfataz boyamasi goOsteren hiicrelerin sitoplazmalar1 kirmizi-kahve

boyandi.

3.3. immiinohistokimya uygulamasi

Primordial germ hiicrelerin isaretlenmesi amaci ile c-kit immiinohistokimyasal

boyanmas: yapildi.

Parafin bloklardan alinan 3,5 mikronluk parafin kesitler Poly-L-Lysine siiriilmiis

lamlar {izerine alindi. Parafinlerinin giderilmesi i¢in 1 gece 56°C etiivde tutuldu.

Asagida belirtilen serilerden gegirilerek distile suya kadar indirildi.

Toluen 2x10 dakika
Saf Alkol 2x5 dakika
%96 Alkol 2x5 dakika
%90 Alkol 2x5 dakika
%70 alkol 2x5 dakika
Distile Su 1x5 dakika

Antijeninin geri doniislimiinii saglamak amaciyla kesitler 10mM (pH=6) Sitrat

Tamponu iceren diidiiklii tencereye yerlestirilerek 1,5-2 dakika kaynatildilar.
20 dakika bekletildikten sonra kapagi agilarak 10 dakika sogumaya birakildilar.

Endojen peroksidazi maskelemek icin kesitler 20 dakika karanlikta %3 H,0,-
methanolde bekletildiler.

2 dakika distile suda bekletildiler.
5 dakika PBS ile yikandilar.

1/40 oraninda sulandirilan primer antikor (Santa Cruz, Rabbit polyclonal antibody c-

kit) gece boyu +4°C de uygulandi.
2x5 dakika PBS ile yikandilar.

30 dakika Biotinlated Goat Anti-Rabbit (Zymed 85-9043) sekonder antikoru
uygulandi.

2x5 dakika PBS ile yikandilar.
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e 30 dakika Streptavidin peroxidase (Zymed 85-9043) uygulandi.

e 2x5 dakika PBS ile yakandilar.

e 8 dakika kromojen (Zymed AEC Substrate Kit) karanlikta dokulara uygulanda.

e Distile su ile 2 dakika ¢alkalandi

e 10 dakika Mayer Hematoksilen ile zit boyanmalar1 gerceklestirildi.

e 15 dakika cesme suyunda bekletildiler.

e Preparatlar dikkatlice kurutulduktan sonra uygun kapatict (LabVision, Vision

Mount) ile kapatildilar.

3.4. istatistiksel Inceleme

Sonuglarin istatistiksel analizi istatistik paket programi (SPSS 12) kullanilarak
yapildi. Kontrol ve deney gruplarindan 3’er adet disi fareden 6’sar embriyo blogundan
toplam 8’er alan sonuglart ortalama + standart hata ortalamasi (S.E.M) olarak grafik
seklinde gosterildi. Gruplararas: c-kit ekspresyon degerlerinin karsilagtirilmas: sonucu
goriilen fark p degeri 0.05°ten kiiciik degerler icin istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroskop Degerlendirmeleri:

Kontrol grubu: Hematoksilen-eozin boyasi uygulanan uterus Kkesitlerinde

desidual hiicreler, trofoblastik dev hiicreler ve vitellus kesesi ile cevrili amnion
boslugunun i¢inde embriyonal endoderme ait hiicreler ayirdedildi (Sekil 4-1). 8,5
giinliik embriyolarda, embriyonal endodermal hiicreler arasinda bulundugu bilinen
primordial germ hiicreleri, alkalen fosfataz boyasi ile reaksiyon verme o6zelliginden
dolay1, kirmiz1 kahve renkte tespit edildi (Sekil 4-2). Aym kesitler biiyiik biiyiitme ile
incelendiginde  primordial germ  hiicrelerinin  alkalen fozfataz reaksiyonu

sitoplazmalarinda yaygin olarak izlendi (Sekil 4-3).

Kesitlerin c-kit immiinohistokimyasal olarak boyamas: sonucunda ise,
primordial germ hiicrelerinin membraninda yogun olmak iizere sitoplazmik olarak da
isaretlendigi goriildi (Sekil 4-4 ve 4-5). Ayrica c-kit sadece primordial germ
hiicrelerinde degil vitellus kesesine ait yapilarda ve trofoblastik hiicrelerde de izlendi

(Sekil 4-4).

Sekil 4-1. Kontrol grubu. DH: Desidual hiicreler; TDH: Trofoblastik dev hiicreler; VK:
Vitellus kesesi; NE: Noroektoderm; EN: Endodermal hiicreleri; A: Allantois.
Hematoksilen&Eozin boyasi (x4).
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Sekil 4-2 Kontrol grubu. Primordial germ hiicrelerinin (oklar) isaretlenmesi. Alkalen
Fosfataz (x4).

Sekil 4-3 Kontrol grubu. Sekil 4-2’nin biiyiik biiyiitmesi. Primordial germ hiicrelerinin
(oklar) sitoplazmalarinda alkalen fosfataz reaksiyonu. Alkalen Fosfataz (x40).
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Sekil 4-4 Kontrol grubu. Primordial germ hiicrelerinin c-kit (+) immiinreaksiyonu (oklar)
genel goriiniimii (x10).

Sekil 4-5 Sekil 4-4’iin biiyiik biiyiitmesi: membranda daha yogun olmak iizere c-kit (+)
immiinreaksiyonu (oklar) (x40).
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Deney grubu: Hematoksilen-eozinle boyanilan kesitlerde kontrol grubundakilere
benzer donem ve pozisyondaki embriyo kesitleri tespit edildi (Sekil 4-6 ve 4-9). Alkalen
fosfataz boyasi ile, primordial germ hiicrelerinin kontrole gore daha kuvvetli pozitif ve
kirmizi-kahve boyanarak bagirsak epitel hiicreleri arasinda yer aldigi izlendi (Sekil 4-7
ve 4-10). Biiyiik biiyiitmede ise alkalen fozfataz reaksiyonunun yine primordial germ

hiicrelerinin sitoplazmalarinda yaygin oldugu goriildii (Sekil 4-8 ve 4-11).

Deney grubuna ait kesitlere c-kit immiinohistokimya uygulamasi sonucunda,
primordial germ hiicrelerini daha once saptadigimiz bolgede boyandig goriildii (Sekil
4-12). c-kit immiin reaksiyonu hiicre membranlarinda daha yogun olmak iizere
sitoplazmik alanda da izlendi (Sekil 4-13). Ayrica kontrol grubu kesitlerinde oldugu
gibi burada da c-kit faktorii yanlizca primordial germ hiicrelerinde degil trofoblastik dev

hiicrelerinde ve vitellus kesesi hiicrelerinde de mevcuttu (Sekil 4-12).

Sekil 4-6 Deney grubu. TDH: Trofoblastik dev hiicreler; EN: Embriyoya ait endodermal
hiicreler; A: Allantois. Hematoksilen&Eozin (x10).
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Sekil 4-7 Deney grubu. Embriyoda alkalen fosfataz aktivitesini gosteren primordial germ
hiicreleri (oklar). TDH: Trofoblastik dev hiicreler; A: Allantois. Alkalen Fosfataz
(x10).

AT -

Sekil 4-8 Deney grubu. Sekil 4-5 in biiyiitiilmiis 151k mikroskobi resmi. Alkalen fosfataz
reaksiyonu pozitif primordial germ hiicreleri (oklar). Alkalen Fosfataz (x40).



Sekil 4-9 Deney grubu. TDH: Trofoblastik dev hiicreler; NE: Noroektoderm hiicreleri;
VK: Vitellus kesesi. Hematoksilen&Eozin (x4).

20
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Sekil 4-10 Deney grubu. Alkalen fosfataz aktivitesini gosteren primordial germ hiicreleri
(oklar). Alkalen Fosfataz (x4).

Vg - S
. = Ty

Sekil 4-11 Deney grubu. Sekil 4-10’nun biiyiiltiilmiis 151k mikroskobi resmi. Alkalen
fosfataz reaksyonu pozitif primordial germ hiicreleri (oklar). Alkalen Fosfataz
(x10).
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Sekil 4-12 Primordial germ hiicrelerinin c-kit (+) immunreaksiyonu (oklar) genel
goriiniim (x10).

Sekil 4-13 Sekil 4-12 biiyiitiilmiis mikroskobik resmi. c-kit reaksiyonu (+) primordial
germ hiicreleri (oklar) (x40)
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Sekil 4-14 Kontrol ve deney grubu primordial germ hiicrelerinin c-Kit ile
isaretlenmelerinin karsilastirilmasinin grafik ile gosterimi.

Grafikteki sonuclar ortalama+SEM olarak % olarak ifade edilmistir. *:p;.(<0.01.

23

c-kit ekspresyonunun deney grubunda kontrol grubuna gore % 70 arttigi

saptandi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p;.s<0.01).
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5. TARTISMA

Primordial germ hiicrelerinin gelisim mekanizmalar1 hakkinda daha fazla bilgi
edinmek, son yillarda ¢ok sayida arastirmanin ana konusunu olusturmaktadir (2, 5, 10,
25, 26, 27). Bu amagla yapilan in vivo ve in vitro caligmalarda alkalen fosfataz
reaksiyonu ile primordial germ hiicreleri histokimyasal olarak belirlenmektedir ( 9, 10,
29, 38). Bu hiicreler icin ¢ok sayida bagka marker ortaya c¢cikmasina ragmen kolay
uygulanabilir olmasi dolayisiyla bu boya yontemi hala 6nemini korumaktadir. Bircok
alkalen fosfataz boyast metodu mevcuttur. Bizim calismamizda alkalen fosfataz
aktivitesini gostermek i¢in 1990 yilinda Ginsburg ve arkadaslarinin uyguladigi boyama
metodu kullanildi. Bu calisma, embriyonal gelisimin 7. ve 8. giiniindeki farelerden
alinmis ethanol: asetik asit fiksatifinde tespit edilmis embriyolarda gerceklestirilmistir.
Alkalen fosfataz aktivitesi gosteren primordial germ hiicrelerinin ¢ogunlukla yan yana
birer cift olacak sekilde izlenmesi dolayisiyla mitoz bakimindan oldukca aktif

olduklarini ileri siiriilmiistiir (13).

Alkalen fosfataz aktivitesinin primordial germ hiicrelerinde biyolojik bir rolii
oldugu ancak bu roliin yalnizca bu hiicrelere 6zgii olmadig1 kabul edilmektedir (9, 13,
29). Primordial germ hiicrelerinin spesifiklestigi evreden itibaren farklilagsma evrelerine
kadar mitotik ¢ogaldiklar1 bilindiginden alkalen fosfataz enziminin inorganik fosfati

serbestlestirdigi i¢in hiicre dongiisiinde gorev alabilecegi diisiiniilmektedir (29, 39).

Escalante-Alcalde ve arkadaslarinin dokuya 6zgii olmayan alkalen fosfatazin
aktivitesini diizenleyen mekanizmasini anlamak icin, AB-1 soyu embriyonik kok hiicre
kiiltiiriinde bu fosfatazin promotorleri olan ekzon 1A (E1A) ve ekzon 1B (E1B)’in
transfeksiyon kiiltiirlerini all trans-retinoik asite maruz birakilmistir. Ayrica 8,5; 10,5;
11,5 ve 12,5 giinliik transgenik embriyolardan elde ettikleri saflagtirilmis primordial
germ hiicrelerinin ekstraksiyonlar ile in vitro 6rneklerinin alkalen fosfataz aktivitelerini
in situ jel analizi ile belirlemisler ve alkalen fosfataz mRNA RT-PCR metodunu
uygulamiglardir. Bunlarin sonucunda retinoik asite maruz birakilan embriyonik kok
hiicrelerinde, ekzon 1A promotoriiniin dokuya ©Ozgii olmayan alkalen fosfataz
ekspresyonunu diizenledigini, gelisimin 8,5. ila 12,5 giinleri arasindaki embriyolara

direkt etki ederek arttirdigini ileri stirmiislerdir (9). Bizim calismamizda deney
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gruplarina ait hiicrelerde kontrol grubuna nazaran daha kuvvetli pozitif alkalen fosfataz

reaksiyonu tespit etmemiz bu literatiir bulgusu ile paraleldir.

Germ hiicrelerinde retinoik asit etkisinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam
anlamiyla agikliga kavusmamistir. 1995 yilinda Koshimizu ve arkadaslarinin primordial
germ hiicresi gelisimi mekanizmalar1 hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in in vitro
kokiiltiir sistemi kullanarak gerceklestirdikleri bu ¢alismada 8,5 giinliik embriyolardan
saflagtirllmis  gogiicii primordial germ hiicrelerine retinoik asit uygulandiginda,
primordial germ hiicrelerinin proliferasyonunu carpict  bir sekilde arttirdigini
gozlemlemislerdir. Yine bu hiicrelerin kiiltiirdeki 2. ve 3. giinler sonrasinda retinoik
asite maruz gruplarinin sayilar1 kontrollere gore %200 oranda arttigini, BrdU
inkorporasyonu sonucunda kontrole gore proliferasyon aktivitelerindeki artisin yiiksek
derecede anlamli oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 calismada 11,5. giinliilk embriyolardan
alinan primordial germ hiicrelerinin kokiiltiir sistemi kosullar1 birka¢ giinde hizli bir
diisiis goOsterdigini ancak retinoik asitin eklenmesi sonucunda primordial germ
hiicrelerinin mitotik aktivitelerinin uyarildigim1 ve farklilasmalarinin  geciktigini

saptamiglardir.

Morita ve Tilly’nin yaptiklar1 bir calismada; retinoik asitin fetal fare
yumurtaliklarinin  gelisiminde germ hiicre proliferasyonunun aktivatorii ve hayatta
kalimlarin1 saglamak gibi islevleri olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Ayni ¢alismada
retinoik asit tarafindan oogoniyalarda yeni gen ekspresyonunu ve buna 6zgii protein

sentezini gerceklestirdigini iddia etmislerdir (28).

c-kit faktorii, primordial germ hiicrelerine 6zgii bir gen degildir, ancak gelisim
esnasinda bu hiicrelerin proliferasyonlarinda, goglerinde, hayatta kalmalarinda ve
farklilasmalarinda etkili oldugu bilinmektedir ( 26, 27, 36). c-kit ligant1 ise Stem Cell
factor olarak bilinen SCF’dir ve reseptoriin ekstraselliiler alanina baglanarak etkilesirler
(33, 36). Farini ve arkadaslar in vitroda 10,5 ve 11,5 giinliik izole edilmis primordial
germ hiicreleri ile gerceklestirdikleri calismada c-kit/SCF etkilesiminin, bu hiicrelerin
proliferasyonlari, farklilagsmalari, gelismeleri, hayatta kalmalar1 yamisira gocleri

esnasindaki adezyon ve kemoatraktan gorevi ile etkili oldugunu gézlemlemislerdir (10).

Farkli dokularda da ekspres edilen c-kit, genelde yerlesimi sebebiyle hiicre
membraninda reaksiyon verir. 2005 yilinda Stoop ve arkadaslarinin, insan fetal gonad

dokularinda, proliferasyonda ve farklilasmada etkili ¢cok sayidaki cesitli faktorlerin
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ekspresiyonlarini incelemek amaci ile gerceklestirdikleri bir immiinohistokimyasal
calismada, erken donemde germ hiicrelerinin c-kit immiinohistokimyasal uygulamasi
sonucu membraner ve sitoplazmik boyandigini tespit etmislerdir (38). Bu bulgulari,
bizim uyguladigimiz immiinohistokimyasal boyama sonucu olusan c-kit pozitif
reaksiyonunun membranda yogun olmak iizere sitoplazmada da saptanmasi ile

uyumludur.

Yakin zamanh calismalarda retinoik asitin, disi ve erkek gonadlarin her ikisinde
de mayozun baglamasi i¢in temel olan Stra8 gen ekspresyonunun indiikledigi
gosterilmistir (20, 44). c-kitin retinoik asit ile etkilesimleri hakkinda yeterli bilgi

bulunmamamktadir.

Yaklasik 10 yi1l 6nce farklilasmamis F9 teratoma hiicreleri ile gergeklestirilen bir
caligmada, hiicrelere c-kit dizisi klonlanarak retinoik asitin etkisine bakilmistir.
Sonucunda ise retinoik asitin c-kit ekspresyonunu arttirdigi ve bunun 2 farkh
transkripsiyonel bolgeden gerceklestigi izlenmistir. Bu bulgular c-kit genin
transkripsiyonunun bir kontrol kompleksi tarafindan diizenlendigini ve retinoik asit ile

siklik AMP’ye cevap veren farkli kontrol bolgeleri oldugu ileri siiriilmiistiir (16).

Neonatal fare testis kisa siireli kiiltiirlerinde, germ hiicrelerinin invitro
farklilagmalarini retinoik asitin indiikleyip indiiklemedigini anlamak amaci ile Zhou ve
arkadaslar1 bir calisma gerceklestirdigi ¢alisma sonucunda in vitroda retinoik asitin, 1)
Stra 8 ve c-kit ekspresyonu artirdigini, 2) DNA replikasyonu artirdigi, 3)
spermatogonial farklilasma marker geni kit’in ekpresiyonunu indiikledigi ve 4) anlaml
sekilde retinoid metabolizmasina, taginmasina ve sinyallesmesine dahil gen grubunun
ekspresiyonunu uyardigi gozlemlenmistir (44). Bu calismadaki retinoik asitin c-kit
ekspresyonun artis bulgusu, bizim calismamizdaki c-kit ekspresyonunun deney
grubunda kontrol grubuna gore % 70 artis gosterdigi ve istatistiksel olarak anlamli olan

bulgumuz ile uyumludur.

Sonug olarak in vivoda gerceklestirdigimiz calismamizda, primordial germ
hiicrelerinin, alkalen fosfataz aktivitelerinin deney grubu hiicrelerinde daha siddetli
olmasi, c-kit (+) reaksiyonlarinin deney grubunda daha fazla izlenmesi retinoik asitin
primordial germ hiicrelerinin gelisimini arttirdigin1 diistindiiriiyor. Retinoik asitin

gonadal gelisime etkisinin daha net sonuclarina ulasabilmek i¢in, in vivoda
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embriyolarin daha ileri farkli evrelerinde primordial germ hiicrelerinde bu parametrelere

ek olarak ekstraselliiler ve somatik faktorlerini de incelemek gereklidir.
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