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OZET

1903 yilinda Santiago Ramon y Cajal tarafindan kesfedilen Cajal cisimler en ¢ok arastirilmis niikleer
cisimlerdir. Bugiine kadar bocek, balik, kurbaga, kus, memeli, bitki ve maya gibi bircok dkaryotik
canlidan bildirilmistir. Bu ¢alismada elektron mikroskobu ile Donax trunculus’un gelismekte olan
oositlerinin germinal vesikiiliinde, bugiine kadar arastirilan ¢ift kabuklularin hi¢ birinin oositinde
goriilmemis ve bildirilmemis olan Cajal cisim benzeri yapilar goriilmiistiir. Sayilar1 ve biiytikliikleri
farkl tiirlerde ve hiicre tiplerinde degisik olan Cajal cisimler Somatik hiicrelerde 0.1-1 um ¢apinda ve
2-10 tane iken, oosit Cajal cisimleri her g¢ekirdekte 50-100 tane kadar olup, c¢aplart 1 ile 30 um
arasinda olabilmektedir. Bu ¢aligma ile Donax trunculus oositindeki Cajal cisim benzeri yapilarin
say1s1 6-12 ve biiytikliikleri 0.8-1.2 pm olarak bulunmustur. Bu bakimindan Donax trunculus‘un Cajal
cisim benzeri yapilar1 somatik hiicrelerdeki Cajal cisimlere benzemektedir. Donax trunculus Cajal
cisimlerin yap1 ve fonksiyonunu arastiran hiicre biyologlar1 ve molekiiler biyologlar igin iyi bir model
canli olabilir.

Anahtar kelimeler: Donax trunculus, Cajal cisim, Oosit, Elektron mikroskobu

ABSTRACT

Discovered by Santiago Ramon y Cajal in 1903, Cajal bodies are the most studied nuclear bodies. To
date, they have been reported from many eukaryotic organisms such as insects, fish, frogs, birds,
mammals, plants and yeast. In this study, Cajal body-like structures were observed in the germinal
vesicle of the developing oocytes of Donax trunculus by electron microscopy, which have not been
seen or reported in the oocytes of any of the bivalves investigated to date. Cajal bodies, the number
and size of which vary depending on cell type and species, are 0.1-1 pm in diameter and 2-10 in
somatic cells, while oocyte Cajal bodies are 50-100 in each nucleus and their diameter can range
between 1 and 30 pum. In this study, the number and size of Cajal body-like structures in the oocytes
of Donax trunculus was found to be 6-12 and 0.8-1.2 um, respectively. In this respect, Cajal body-
like structures of Donax trunculus resemble Cajal bodies in somatic cells. Donax trunculus may be a
good model organism for cell biologists and molecular biologists who study the structure and function
of Cajal bodies.
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1. GIRIS

Hiicre ¢ekirdegi, genel olarak cekirdek cisimleri (niikleer cisimler) olarak adlandirilan pek c¢ok
altorganel icerir. Bu altorganeller i¢cinde en ¢ok arastirilmis olan1 Cajal cisimlerdir (Nunes ve Moretti,
2017). Cajal cisimler ilk defa 1903 yilinda ispanyol patolog, histolog ve sinirbilimci Santiago Ramon
y Cajal tarafindan tanimlanmistir. Cajal, indirgenmis giimiis nitrat yontemi kullanarak tavsan, kopek
ve insan beyin dokusunda yaptigi incelemelerde sinir hiicrelerinin niikleoplazmasinda yaklasik
0.5 um ¢apinda kiiresel arjirofilik yapilar tespit etmis ve bunlara “aksesuar cisim” adini vermistir
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(Lafarga ve ark., 2009; Lafarga ve ark., 2017). Daha sonralar1 yapilan elektron mikroskobu
calismalarinda bu yapilarin 400-600 A capinda sarmal ipliklerden ibaret oldugu anlasilinca “sarmal
cisim” olarak anilmaya baslamistir (Lafarga ve Hervas, 1983). 1999 yilinda Amerikali hiicre biyologu
Joseph G. Gall bu 6nemli niikleer cisimlerin Santiago Ramon y Cajal’a atfen “Cajal cisim” olarak
adlandirilmasini1 6nermistir (Gall, 2000).

Zarsiz yapilar olan Cajal cisimlerin bugiine kadar pek ¢ok dkaryotik canlida hem somatik hiicrelerde
hem de oositlerde var oldugu ortaya konmustur (Cioce ve Lamond, 2005; Ding ve Lozano-Duran,
2020). Cajal cisimler transkripsiyon, RNA kirpilmasi, telomerlerin korunma ve onarimi ile ribozom
biyogenezi gibi olaylarda gorev alan kiiciik niikleer RN Alarin (snRNA) ve kiiciik niikleolar RNAlarin
(snRNA) olustugu ve olgunlastig1 yerlerdir. Ayrica, hiicre dongiisii, DNA tamiri, biilyme ve gelismeyi
etkiledikleri bildirilmistir (Arias Escayola ve Neugebauer, 2018; Ding ve Lozano-Duran, 2020;
Love ve ark., 2017). Bu islevlerin yaninda Cajal cisimler aralarinda mesafe bulunan kromozomlar
arasindaki etkilesimlere de aracilik eder (Neugebauer, 2017).

Bu makale, bir ¢ift kabuklu yumusakg¢a olan Donax trunculus’un ovaryum histolojisinin ve oogenez
slirecinin arastirildig: tez calismasinda (Yilmazer, 2005) gelismekte olan oositlerde goriilen Cajal
cisim benzeri yapilar1 bilim diinyasina sunmay1 amaglamaktadir.

2. MATERYAL VE METOT

Yerel olarak kum sirlani, deniz fasulyesi ya da tellina olarak bilinen ve iilkemizde Marmara Denizi
ve bati Karadeniz sahillerinde yayilim gosteren (Colakoglu ve Ark Colakoglu, 2013)
Donax trunculus érnekleri Istanbul’un Sile ilgesinde faaliyet gdsteren bir su iiriinleri isletme
tesisinden temin edildi. Ureme zamaninin yilin mart ve temmuz aylar1 arasinda oldugu (Deval, 2009;
Zeichen ve ark., 2002) bilindiginden mayis ayida toplanan 6rnekler kullanildi. Disilerin mavi renkli
ovaryuma sahip olmalar1 nedeniyle cinsiyet tayini makroskobik olarak kolaylikla yapildi. Uzunlugu
30 mm civarinda olan bireylerin kapama kaslar1 kesilerek kabuklari agildi ve rastgele 10 disi secildi.
Her birinin ovaryumu g¢evresindeki dokulardan bir makas ile kesilerek ayrildi. 466

Elektron mikroskobu ¢alismalari igin 1-2 mm? biiyiikliikte kesilen ovaryum parcalar 10 saat siireyle,
buzdolabinda (+4°C) 0.2 M sodyum kakodilat tamponunda (pH 7.2) hazirlanan %2’lik glutaraldehitte
tespit edildi. Aym1 tampon kullanilarak hazirlanan %]1’lik osmiyum tetraoksitte bir saat siireyle
postfiksasyon yapildi. Postfiksasyonu takiben parcalar yiikselen alkol serilerinden ve propilen
oksitten gecirilerek Epon 812’ye gomiildii ve polimerizasyon i¢in 60 °C’de 48 saat tutuldu
(Valdez-Ramirez ve ark., 2002). Epon bloklardan Reichert OM U3 ultramikrotomunda cam bigaklar
ile yaklasik 60-70 nm kalinliginda ince kesitler alindi. Bakir gridlere alinan ince kesitler %35’lik uranil
asetat (Watson, 1958) ve kursun sitrat (Reynolds, 1963) ile boyand1 ve Jeol Jem 1011 elektron
mikroskobunda incelendi.

3. BULGULAR

Gelismekte olan oositler sitoplazmanin goriiniisii, germinal vesikiilin varligi, yumurta sarisi
graniillerinin varlig1 ve bilesimi, yumurta 6rtiisiiniin olusumu gibi 6lgiitlere gore previtellogenik

oositler, erken-orta-gec vitellogenik oositler ve olgun oositler olarak bes evreye ayrildi.

Bunlardan orta vitellogenik oositlerde ¢ekirdekgik yiizeyinde ve niikleoplazmada gekirdekgik ile

cekirdek zar1 arasinda sayilar oldukga fazla olan Cajal cisim benzeri yapilara rastlandi. Cekirdekgik
yiizeyinde olanlar1 ¢ekirdekgige adeta tomurcuklanma goriiniimii vermekteydi. Sayilar1 6-12 kadar
olabilen ve ¢ekirdekgikle ayn1 elektron yogunluga sahip Cajal cisim benzeri yapilarin biiyiikliikleri
0.8 pm ile
1.2 um arasinda degismekteydi (Sekil 1 ve 2). Cekirdekgik genelde bir tane olmakla birlikte, bazi
oositlerde buna ilave olarak bir veya iki tane de kiiclik ¢ekirdekcik bulunmaktaydi. Bu kiigiik
cekirdekgiklerden bazilar1 da Cajal cisim benzeri yapilarla iliskiliydi (Sekil 3).
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Sekil 1. Niikleolar halka olusturan ¢ekirdek¢ige bitisik Cajal cisim benzeri yapilar (ok basi) ve
cekirdek zarina yakin madde birikimi (ok). x5500 467
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Sekil 2. Niikleoplazmada (ok) ve ¢ekirdekgige bitisik (ok basi) bulunan degisik biiyiikliikteki Cajal
cisim benzeri yapilar. x7250
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Sekil 3. Bir biiylik (BNu) ve iki kii¢iik (KNu) ¢ekirdek¢ige sahip orta vitellogenik oositte kiiglik
cekirdek ile de iliskili Cajal cisim benzeri yapilar (ok). x5000

4. TARTISMA VE SONUC

Santiago Ramon y Cajal’in tavsan, kopek ve insanda yaptig1 ¢alismayi takiben Cajal cisimler ve/veya
Cajal cisim benzeri yapilar bugiine kadar zebra baligi Danio rerio (Arias Escayola ve Neugebauer,
2018), Xenopus tropicalis ve X. laevis tirii kurbagalar (Nizami ve Gall, 2012), giivercin
Columba livia (Khodyuchenko ve ark., 2012), fare Mus musculus (Bogolyubova, 2017), sigan
Rattus norvegicus domestica (Pena ve ark., 2001), meyve sinegi Drosophila melanogaster
(Liu ve ark., 2006), hemipter bocekler Notostira elongata, Capsodes gothicus ve Velia caprai
(Bogolyubov ve ark., 2007), akrep sinegi Panorpa communis (Batalova ve ark., 2005), kizbocegi
Cordulia aenea (Halkka, 1981), ar1 Vespula germanica (Jaglarz ve ark., 2005), ¢ekirge
Acheta domesticus (Stepanova ve ark., 2007), un kurdu Tenebrio molitor (Bogolyubov ve Parfenov,
2001), titiin Nicotiana tabacum ve fare kulagi teresi Arabidopsis thaliana (Boudonck ve ark., 1999),
bezelye Pisum sativum (Long ve ark., 2004) ve maya Saccharomyces cerevisiae gibi (Verheggen ve
ark., 2002) bir¢ok Okaryotik canlidan bildirilmistir. Cift kabuklu yumusakgalarda ilk olarak bu
calismada Donax trunculus’un gelismekte olan oositlerinde tespit edilmistir. Aslinda ¢ift
kabuklularda oogenez elektron mikroskobu diizeyinde 15 kadar tiirde arastirilmistir (Yilmazer, 2005),
ancak bu ¢aligmalarin higbirinde Cajal cisimlere ve/veya Cajal cisim benzeri yapilara rastlanmamastir.
Bu durum, Cajal cisimlerin hiicre dongiisiiniin evrelerine gore sayilarinin az veya ¢ok olmasina
(Boudonck ve ark., 1998) bagli olabilir.

Coilin, Cajal cisimlerin ana iskelet proteinidir (Love ve ark., 2017). Coiline karsi olusturulan insan
otoimmun antikorlar1 ile Cajal cisimler diger niikleer cisimlerden ayirt edilebilmektedir (Trinkle-
Mulcahy ve Sleeman, 2017). Coilin o6zellikle memelilerde Cajal cisimlerin belirtecidir
(Morris, 2008), ancak sekansi canlilar aleminde ¢ok iyi korunmamis oldugu i¢in memeliler disindaki
canlilarda Cajal cisim belirteci olarak kullanilmasi dogru sonuglar vermemektedir (Gall, 2003). Bu
nedenle, immunohistokimya yontemi kullanilmayan veya kullanildiginda antikorlarin baglanmadigi
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calismalarda Cajal cisimlere “Cajal cisim benzeri yapilar” denmektedir. Bu c¢alismada da
immunohistokimya yontemi kullanilmadigi i¢in Donax trunculus’un gelismekte olan oositlerinin
cekirdeklerinde goriilen niikleer cisimler Cajal cisim benzeri yapilar olarak adlandirilmistir.

Dinamik yapilar olan Cajal cisimlerin sayisi ve biiyiikliigii canli tiirline, hiicre tipine, hiicre dongiisii
evrelerine, gelisim ve farklilasma derecesine, metabolik aktiviteye ve transkripsiyon/translasyon
hizina gore degisir (Ding ve Lozano-Duran, 2020; Lafarga ve ark., 2017; Nunes ve Moretti, 2017).
Ornegin, Cajal cisimler hiicre bdliinmesi sirasinda cekirdekgik ile birlikte kaybolur, béliinmeyi
takiben tekrar olusur (Cioce ve Lamond, 2005). Sicanlarda kiigiik ndronlarda bir Cajal cisim
bulunurken, orta biiyiikliikteki noronlarda iki, biiyiik noronlarda ise ii¢ Cajal cisim bulunur.
Insanlarda ise kiigiik noronlar iig, biiyiik ndronlar 13 kadar Cajal cisim igerir (Lafarga ve ark., 2017).
Zebra baliginda dollenmis oositte yaklagik 30 kadar Cajal cisim mevcut iken, hiicre farklilagmasi
ilerledik¢e bu say1 ikiye diiser. Xenopus laevis oositleri ise 50-100 kadar Cajal cisim igerir
(Arias Escayola ve Neugebauer, 2018). Donax trunculus’un oositlerinde ise kesit diizleminden dolay1
6-12 kadar Cajal cisim benzeri yapiya rastlanmigtir, ancak ¢ekirdegin tamami diistiniildiigiinde bu
sayl1 muhtemelen ¢ok daha fazladir. Cekirdek¢ikten daha kiigiik olan Cajal cisimler (Gall, 2003)
somatik hiicrelerde 0.1-1 pm ¢apindadir, oosit Cajal cisimlerinin ¢aplar ise 1 ile 30 um arasinda
olabilmektedir (Batalova ve ark., 2005; Bellini, 2000). Oysa, Donax trunculus oositi Cajal cisimleri
biiyiiklilk bakimindan somatik hiicrelerdeki Cajal cisimlere benzemektedir.

Cajal cisimler hareketli yapilardir. Yeni transkribe edilmis snRNAlar sitoplazmaya geger ve burada
kendilerine 6zgii proteinlere (Sm proteinleri) baglandiktan sonra tekrar ¢ekirdege geri donerler. Bu
snRNP pargaciklar1 ¢ekirdekte Cajal cisimlerde biriktirilir (Cioce ve Lamond, 2005). Ayrica, bazi
Cajal cisimler belirli noktalarda, ozellikle histon ve snRNA gen lokuslarinda kromozomlara
baglanirlar (Gall, 2003). Bunun geregi olarak Cajal cisimler ¢ekirdekg¢ik ve diger ¢ekirdek kisimlari
arasinda tasinir durur. Bu durumdaki Cajal cisimler niikleoplazma iginde serbestce hareket eder
(Morris, 2008; Platini ve ark., 2000). Donax trunculus oositlerinde ¢ekirdek iginde ¢ekirdek zarina
yakin madde birikimi (Sekil 1) Cajal cisimlerde biriktirilecek ve olgunlastirilacak snRNP pargaciklart 469
olabilir.

Sonug olarak, Donax trunculus gelismekte olan oositlerinde Cajal cisim benzeri yapilara sahip olmasi
nedeniyle Cajal cisimlerin yap1 ve fonksiyonunu arastiran hiicre biyologlart ve molekiiler biyologlar
icin 1y1 bir model canli olabilir.
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