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Amfibi Yumurta Jel Katmanlari; Morfolojik Yapisi ve icerigi, Fertilizasyon Uzerine Etkisi ve immiinobiyolojik

One Cikanlar:

« Amfibi yumurta jeli
tiire 6zgii kompleks bir
morfolojiye sahiptir

» Yumurta jeli profili ve
islevi heniiz net
tanimlanamamis
mukopolisakkaritlerden
olusmaktadir

* Amfibi yumurtalariin
basaril1 bir sekilde
dollenebilmesi igin jel
katmanlar hayati bir
Oneme sahiptir
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Behliil KOC BILICAN", Murat KAYA
OZET:

Amfibiler, sucul yasam ile karasal yasam arasinda bir koprii gérevi géren Anura, Urodela ve
Gymnophiona olmak iizere 3 takima ayrilan ve diinyada 8000’den fazla tiire sahip olan
sogukkanli omurgali canlilardir. Bununla birlikte, kozmopolit olmalari, kolay kiiltiire
edilebilmeleri, ¢ift yasamli olmalar1 ve potansiyel klinik uygulamalar1 sayesinde bircok
¢alismaya konu olmustur. Cogu hayvan tiiriiniin olgun yumurtalari, vitellin zar, jel ve zona
pellusida gibi hiicre dis1 katmanlar veya yapilarla ¢evrilidir. Amfibi yumurtalar1 bu yapilardan
bir vitellin zarf ile yapisal ve kimyasal olarak farkli birkag jel tabakayla cevrilidir. Bu jel
tabaka, amfibi yumurtalarinin karakteristik bir 6zelligidir. Suda ¢dziinmeyen jelatinimsi bir
matris olarak tanimlanmaktadirlar. Digardan bakildiginda oldukga basit yapili goriinen bu jel
tabakalar dogada zorlu ortam sartlarina karst embriyoyu korumakta, beslemekte, biiylimesine
ve gelismesine olanak saglamaktadirlar. Bu denli 6nemli bir gérev géren amfibi yumurta jeli
lizerine literatlirde yer alan bilgiler oldukga sinirlidir. Bu derlemede amfibi yumurta jelinin
morfolojik yapisi, igerigi, fertilizasyon iizerine olan etkisi ve immiinobiyolojik aktivitesi ele
almmustir.

Jelly-Coats of Amphibian Egg; Morphological Structure, Effect on Fertilization and Immunobiological Activity

Highlights:

« Amphibian egg jelly
has a complex
morphology which
specific to the species

» Egg jelly consists of
mucopolysaccharides
whose profile and
function have not yet
been clearly defined

« Jelly coat is vital for
successful fertilization
of amphibian egss
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ABSTRACT:

Ampbhibians are cold-blooded vertebrates that serve as a bridge between aquatic life and
terrestrial life with more than 8000 species in the world, divided into 3 orders: Anura, Urodela
and Gymnophiona. In addition, they have been the subject of many studies due to their
cosmopolitan structure, easy culturing, amplification and potential clinical applications. The
mature eggs of most animal species are surrounded by extracellular layers or structures such
as vitelline membrane, jelly, and zona pellucida. Amphibian eggs are bordered by a vitelline
envelope of these structures and several jelly layers that are structurally and chemically
different. These layers are characteristic feature of amphibian eggs and are described as a
gelatinous matrix that is insoluble in water. These jelly layers, which look quite simple from
the outside, protect the embryo against harsh environmental conditions in nature, nourish it,
and allow it to grow and develop. The information in the literature on amphibian egg jelly,
which plays such an important role, is very limited. In this review, the morphological structure,
content, effect on fertilization and immunobiological activity of amphibian egg jelly are
discussed.
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GIRIS

Amfibi yumurtalarinin karakteristik bir 6zelligi, yumurtay1 ¢evreleyen ve genellikle birkag farkl
katmandan olusan, jel tabakas1 olarak adlandirilan ve suda ¢6ziinmeyen jelatinli bir matrisin varligidir.
Yumurta jeli kaplama katmanlari, yumurta kanalini kaplayan tiibiiler bez hiicrelerinin salg tirtinleridir
ve yumurtaliktan salindiktan sonra yumurta kanalin1 gegerken yumurtalarin etrafinda biriktirilir. Isik
mikroskobu ¢aligmalari ile belirlendigi iizere, jel kaplamalar morfolojik olarak basittirler ve herhangi bir
ayirt edici Ozellikleri yoktur (Yurewicz ve ark., 1975). Amfibi yumurta jeli kabugunun histokimyasi
tizerine yapilan calismalar ve kimyasal analizler, yapida protein ve karbonhidratin varligini gostermistir.

Yakin zamana kadar, amfibi yumurtalar1 lizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogunda, jel tabakalarina
daha az ilgi gosterilerek vitellin zarfin roliine odaklanilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarin biiyiik
cogunlugunda ise jel katmanin dollenme ve gelismedeki rolii lizerine yogunlasilmigtir. Fertilizasyon
lizerine yapilan ¢aligmalarin tamami, amfibi yumurta-jel katmaninin, basarili déllenme ve gelismede
onemli bir rol oynadig1 konusunda ortak bir noktada karara baglanmistir (Freeman, 1968; Humphries ve
Hughes, 1959; Lee, 1967; Olson ve Chandler, 1999). Jel kabugundan yoksun yumurtalarin déllenmedigi
bu nedenle jel yapisinin kurbagalarda dollenmenin saglanmasindaki ana faktorlerden biri oldugu
diistiniilmektedir (Turani ve ark., 2020). Bu hiicre dis1 matris tabakalarinin, sperm baglanmasi,
spermakrozom reaksiyonunun indiiklenmesi, polispermi blogu ve gelismekte olan embriyonun
korunmas1 dahil olmak iizere dollenme sirasinda bir dizi rol oynadigi bilinmektedir; bunlar hayvanlar

aleminde yumurta hiicre dis1 matrisleri tarafindan yaygin olarak paylasilan rollerdir (Bakos ve ark.,
1990; Ishihara ve ark., 1984; Katagiri, 1987).

Amfibi Yumurta Jel Katmanlarimin Morfolojik Yapisi ve icerik

Jel tabakalar, yumurta kanalin1 kaplayan tiibiiler bez hiicrelerinin salgi {irtintidiir ve yumurtaliktan
salindiktan sonra yumurta kanalin1 gegcerken yumurtalarin etrafinda biriktirilmektedir (Yurewicz ve ark.,
1975). Yapilan giincel bir ¢alismada bu jel yapmin gelismekte olan embriyoyu kuruma, patojenler ve
sinirh bir dl¢lide yirticilardan korudugu belirtilmistir (Khalifa ve ark., 2021). Amfibi yumurtalarin,
tiirlerine gore jel tabakanin katman sayisinin farklilik gosterdigi yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur.
Biyokimyasal analizler, yumurta jel yapisinin kiire seklinde birbirine baglanan ve iskelet gorevi goren
lifli bir glikoprotein yapisina sahip oldugunu gostermektedir (Olson ve Chandler, 1999).

Yapilan bazi ¢aligmalar, yumurta jelini morfolojik agidan incelemis ve katman sayilar1 hakkinda
arastirmalarda bulunmustur. Salthe (1963), 72 amfibi tiiriiniin jel zarflarinin morfolojisini kargilagtirmali
olarak sitokimyasal tekniklerle incelemistir. Yapilan incelemelerde bu katmanlarin karmasik katmanlar
halinde yumurta kanali tarafindan salgilanan mukoid bir materyal oldugu rapor edilmistir (Salthe, 1963).
Bagka bir c¢alismada Steinke ve Benson (1970), benzer sekilde Rana pipiens yumurtalarinin jel
zarflarinin yapist ve polisakkarit sitokimyasi iizerine detayli bir ¢calisma gerceklestirmislerdir. Bes ayri
jel katman tespit edilen ¢alismada yapinin yine mukopolisakkaritlerden olustugu rapor edilmistir.
Bunlara ek olarak jel zarflarin yapisal ve kimyasal dogalarinin aydinlatilmasinin, fonksiyonel rollerinin
belirlenmesinde olduk¢a dnemli oldugu vurgulanmaktadir (Steinke ve Benson, 1970). Rana luteiventris
ve Rana pretiosa yumurtalarini ¢evreleyen 1 veya 2 jel zarfi oldugu tanimlanmustir. R. luteiventris'in
yumurtalariin tipik olarak tek bir jel zarfina sahip oldugu rapor edilirken (Stebbins, 2003), R.
pretiosa'nin yumurtalarinin 2 jel zarfa sahip oldugu rapor edilmistir (Morris ve Tanner, 1969; Stebbins,
2003). Bununla birlikte, yapilan son giincel ¢alisma ile her iki tiiriin de yumurtalarinin aslinda 3 jel zarfa
sahip oldugu bulgusu ortaya konmustur (Rombough ve Bowerman, 2021). Altig ve McDiarmid (2007),
amfibi yumurtalarinin ¢esitliligi ve evrimi {izerine yaptiklart ¢alismada bu zamana kadar yapilan
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calismalarda yumurtay1 kaplayan jel yapisi ve igerik bilgisinin net olarak ortaya konamamasini farkl
gozlem tekniklerine dayandirmislardir. Farkli tekniklerin farkli sonuglara yol agmasi nedeniyle jel
yapidaki katman sayisi kadar gozlenmesi kolay olan 6zelliklerin bile tam olarak aydinlatilamadigini
rapor etmislerdir (Altig ve McDiarmid, 2007).

Literatiirdeki amfibi yumurta jelleri iizerine yapilan ¢alismalar genellikle jel katman sayisi, jelin
dollenme iizerine etkisi gibi benzer konular {izerine yogunlasmistir. Az sayida calisma jelin igerigi ve
glikoproteinlerin tanimlanmasi iizerine calisma yapmislardir. Ornegin; Peavy ve ark. (2003) yumurta
jelinin ig¢erigindeki glikoproteinler tizerine detayli bir ¢alisma yapmuslardir. Jel kaplama katmanlarinin,
yumurta ile spermin ilk etkilesimlerine aracilik ettigini ve molekiiler konfigilirasyonlari, sperm
penectrasyonunu ve dollenmeyi destekledigi belirtilmistir. Bu jel katmanlarin proteinler igin iskele
olusturan biiyiikk fibriler glikokonjugatlardan olustugu belirtilmistir. Jel katmani olusturan
glikoproteinlerin molekiiler kimliginin ortaya c¢ikarilmasinin, yumurta jeli katlarinin yapisinin ve
islevinin anlagilmasi i¢in ¢ok onemlidir. Bugiine kadar birkag jel makromolekiilii karakterize edilmistir
(Peavy ve ark., 2003). Yurewicz ve ark. (1975), Xenopus laevis yumurta jel kaplamasinin
makromolekiiler bilesimi tizerine detayli bir arastirma yapmuslardir. Olduk¢a kapsamli olan bu
calismada, X. laevis yumurtasini kaplayan jel tabakanin ii¢ katmandan olustugu ve bu katmanlarin
bilesiminin yaklasik olarak %37-48 oraninda protein ve %52-63 oraninda karbonhidrat igerdigi rapor
edilmistir. Jel katmanin 8-9 farkli makromolekiilden olustugu ifade edilen ¢alismada 6nemli bir ilerleme
kaydedilmis olsa da molekiiler bilesim net olarak ortaya konulamamistir (Yurewicz ve ark., 1975).
Folkes ve ark. (1950), yaptiklart bir ¢alismada kurbaga yumurta jelini musin (protein polisakkarit
kompleks) olarak adlandirmislardir. Musinin analizi, amino asitlerin ve sekerlerin kantitatif tayini i¢in
uygun yontemlerin olmamast nedeniyle geciktigini belirtmislerdir. Yeni yontemlerin gelistirilmesi,
sekerlerin ayrilmasini kolaylastirmistir ve mevcut ¢alismada, kurbaga yumurtast musinin hidrolizinde
iiretilen sekerlerin ve amino asitlerin incelenmesinin sonuglarini rapor etmislerdir. Protein kismin
icerdigi amino asitleri tanimlamanin yani sira karbonhidrat kisim igin %42°lik bir oran saptadiklarini
rapor etmiglerdir. Yaptiklar1 ¢caligmada elde ettikleri sonuglarin yetersiz oldugu ve musinin yapisini
aydinlatmak i¢in ¢ok daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulacagini belirtmislerdir (Folkes ve ark., 1950).
Bir diger ¢alisgmada Carroll ve ark. (1991), bir anura tiirii olan Lepidobatrachus laevis'in yumurta ve
embriyo jel kaplamalarinin yapisi ve makromolekiiler bilesimi {izerine arastirma yapmuislar ve %19
karbonhidrat ile ortalama 150pg protein/embriyo igerigi belirlemislerdir (Carroll ve ark., 1991).

Icerik {izerine yapilan ¢alismalarda dikkat ¢eken bir diger bulus lektindir. Lektinler, eritrositleri,
diger normal ve kanser hiicrelerini ve mikroorganizmalar: agliitine etme yetenegine sahip ¢cok degerlikli
karbonhidrat baglayici proteinlerdir ve yapilan caligmalar amfibi yumurta jellerinde tespit edilmistir
(Titani ve ark., 1987). Yaptiklar1 giincel bir ¢alismada Chesnel ve ark. (2019), amfibi yumurta jelinde
mikroorganizmalarin lektin kaynakl agliitinasyonu iizerine yogunlagmislardir. Lektinler i¢in dngoriilen
birgok fizyolojik rol arasinda, patojenik mikroorganizmalara karsi korunmanin da yer aldig: belirtilen
calismada iki farkli amfibi (Pleurodeles waltl ve Ambystoma mexicanum) yumurta jelinde bulunan
lektinin, in vitro ve in situ kosullar altinda mikroorganizmalar1 aglutine edebildigi rapor edilmistir
(Chesnel ve ark., 2019). Bir diger ¢aligmada Titani ve ark. (1987), Rana catesbeiana yumurta jelindeki
sialik asit baglayici lektin proteinleri {izerine yogunlasmislardir. Yapilan caligmada kurbaga
yumurtasindaki sialik asit baglayici lektinlerin, kurbaga embriyosunda ddllenme ve gelismede rol
oynayabilecegi ancak bu yonde herhangi bir ¢alismanin yapilmadigi belirtilmistir. Bununla birlikte, bu
makalede agiklanan sialik asit baglayict lektinin, tiimdr hiicrelerine yonelik bir makrofaj sistemi
aracilifiyla in vivo olarak tiimor biiyiimesini inhibe edebilecegi dngoriilmiistiir (Titani ve ark., 1987).
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Benzer sekilde Nakajima ve ark. (1986), lektinin in vitro makrofaj aktivasyonunu indiikledigini ve sonug
olarak tiimor hiicresi biiylimesinin in vitro inhibe edildigini rapor etmistir (Nakajima ve ark., 1986).

Amfibi yumurta jelinin katman ve makromolekiiler bilesimi yapinin karmasiklig1 nedeniyle bu
zamana kadar tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle de hem {i¢ boyutlu yap1 hem de biyolojik islev
ile biyokimyasal bilesim arasindaki iligkiler de tam olarak halen anlasilamamustir. Tiim bu ¢alismalar da
amfibi yumurta jellerinden bazi glikoproteinler tanimlansa da halen yetersiz oldugu, belirlenen
glikoproteinlerin ise rollerinin agik olmadigi ve yumurta jellerinin islevlerinin belirlenmesi igin
tanimlanmalar1 lizerine ¢alismalarin devam ettirilmesi vurgulanmistir.

Amfibi Yumurta Jel Katmanlarinn Fertilizasyon Uzerine Etkisi

Yumurta jelinin fertilizasyon basarisina etkisi yapilan birgok ¢alisma ile ortaya konmustur.
Yumurta jelinin, su kurbagasi Pelophylax shgipericus'un in vitro fertilizasyon basarisina etkisi Turani
ve ark. (2020) tarafindan yapilan giincel bir c¢alisma ile arastirilmistir. Jel katmanindan yoksun
yumurtalarin déllenemedigi bu nedenle amfibi yumurtasi ve onu kaplayan jel yapisinin, basarili
dollenme ve gelismede onemli bir rol oynadig1 agik¢a belirtilmistir (Turani ve ark., 2020). Benzer
sekilde Olson ve Chandler (1999) gerceklestirdikleri ¢alismada X. laevis yumurta jelinin doéllenme
tizerine etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda, jelin ddllenme igin gerekli bazi proteinleri
igerdigini tespit etmislerdir (Olson ve Chandler, 1999). Humphries ve Hughes (1959), bir amfibi tiiri
olan Triturus viridescens’in yumurta kanalina uygulanan bazi histokimyasal teknikler 1s1ginda déllenme
lizerine birebir etkisi oldugu Ongoriilen yumurta jelinin mayoz bdliinme {izerinde de etkin bir rol
oynadigini rapor etmislerdir (Humphries ve Hughes, 1959). Bir diger calismada Lee (1967), R. pipiens'in
yumurta kanalindan salgilanan jeli histokimyasal ve biyokimyasal olarak analiz etmistir. Bu jel katman
olmadan yumurtalarin déllenemeyecegi belirtilen c¢alismada, jel katmanin protein ve kayda deger
miktarda karbonhidrat igerdigi rapor edilmistir (Lee, 1967). Bir diger 6nemli ¢alismada Freeman (1968),
X. leavis yumurtasinin etrafin1 saran jel zarflari tizerine gergeklestirdigi calismada jelin ana
bilesenlerinin karbonhidrat ve proteinden olustugunu belirtmistir. Bu yapinin basarili bir déllenme i¢in
gerekli oldugunu ve ileriki ¢alismalarda jelin makromolekiillerinin karakterize edilmesi ve jelin yapisi
ile islevine iliskin tiim arastirmalarda katmanlar arasindaki farkliliklarin dikkate alinmasi gerektigi
onerilmistir (Freeman, 1968). Bilim insanlar1 yapilan bu calismalar1 goz Oniine aldiginda, amfibi
yumurtalarinin basarili bir sekilde déllenmesi igin jelin gerekli oldugu konusunda hem fikir olmuslardir.

Amfibi Yumurta Jel Katman Malzemesinin iImmiinobiyolojik Calismalar

Kurbaga yumurtasi jelinin antijenik bilesenleri, Shaver ve ark. (1960, 1962), tarafinda ¢ift
diftizyon teknigi ile analiz edilmistir. R. pipiens tiirii yumurta jeli antijenleri ile bunlarin homolog
antiserumlar1 arasindaki etkilesimler analiz edilmis ve yumurta jel kaynagi olan yumurta kanali disinda
bagka bir bolge ile reaksiyon gozlenmemistir bu durum jel malzemenin dokuya 6zgiilliigiinii ortaya
konmustur (Shaver ve Barch, 1960; Shaver ve ark., 1962). Benzer sekilde kurbagalarin yumurta jeline
antiserum ile muamele edildiginde de jel katman cevresinde ¢okelmeler gozlenmistir (Perlmann ve
Perlmann, 1957). Yapilan bir diger ¢aligmada yumurta jeli antiserumunun ddllenmeyi engelleyebildigi
ortaya konulmustur (Tyler, 1959). Caligmada deniz kestanesi yumurtalarina uygulanan yumurta jeli
kaplama malzemesine kars1 iiretilen antikorlarin uygulanmasi sonucunda déllenme iizerine inhibitor etki
gosterdigi gozlenmistir. Bu etkinin, antikorlarin jel katmanda bulunan antijenik bilesenlerle reaksiyona
girerek jel malzemenin sperm hiicresinin yiizeyindeki tamamlayic1 bolgelerle etkilesimini engelleyen
kompleksler tiretmesi kaynakli oldugu 6ngoriilmektedir. EK olarak, hem spermatozoa hem de kurbaga
yumurtalariin déllenmeden 6nce yumurta jellerine yonelik antikorlarla muamele edilmesinin déllenme
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oraninda onemli diisiisler sagladigi1 bulgusu ortaya konmustur (Shaver ve Barch, 1960). Bu ¢alismalar
yumurtay1 kaplayan jel tabakanin yalnizca sperm ve yumurta jeli arasindaki etkilesimin varhigini degil,
ayni1 zamanda yumurta kanalinin jel saglayan hiicreleri tarafindan tiire 6zgii molekiil tiirlerinin varliginin
da dogrudan kanitidir.

SONUC

Amfibiler, kuskusuz, tim karasal omurgalilarin en c¢esitli ve en az bilinen yasam oykiilerine
sahiptir. Ozellikle amfibi yumurtalar1, yumurta etrafina biriktirilen jel katmanlar1 ve cesitli katmanlar
arasinda var olabilecek farkliliklar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu zamana kadar yapilmis
calismalarda yumurta kanali boyunca yumurta etrafinda biriktirilen jel kaplamanin karmasik katmanlar
halinde birikimi nedeniyle, katman sayilarinin tiirden tiire gore degistigi ortaya konmustur. Literatiirde
farkli g6zlem teknikleri nedeniyle ayni tiirde farkli katman sayisi tespit edilmis ¢alismalar da mevcuttur.
Yumurtanin jel katmaninin mukopolisakkaritlerden olustugu yaymlanan pek c¢ok calismada
belirtilmistir. Ancak yapinin karmasikligi nedeniyle bazi tiirlerde tespit edilmis az sayida makromolekiil
olsa bile yapi hala igerik olarak aydinlatilamamistir. Fertilizasyonda kilit rol oynayan, embriyoyu dogada
zorlu ortam sartlarinda bu denli koruyan, besleyen ve gelisim tamamlandiginda dogada yok olan bu jel
yapinin igerik bilgisi ve molekiiler yapisi literatiirde nemli bir bosluk olusturmaktadir. Amfibi tiirlerine
ait yumurta jelleri lizerine bu zamana kadar yapilan kisitli ¢alismalarda jel yapinin makro molekiiler
bilesimi ile hem {i¢ boyutlu yapinin hem de biyolojik islevler arasindaki iligkilerin tam olarak
anlagilamadigi bu durumun jel yapisinin karmasikligindan kaynaklandigi rapor edilmistir. Amfibilerde
yumurtay1 kaplayan jel yapmin aydinlatilabilmesi i¢in ¢ok daha fazla gilincel ¢alismaya ihtiyag
duyuldugu agiktir. Dogada zorlu ortam sartlarina kars1 embriyoyu koruyan, besleyen, biiylimesine ve
gelismesine olanak saglayan bu jel yapinin giiglii bir biyomalzeme oldugu ve yapilacak calismalar ile
biyoteknolojiye kazandirilabilecegi ongoriilmektedir. Ilerleyen calismalarda kurbaga yumurta jel
yapisinin detayli igerik analizlerinin yapilmasi ve jel iiretiminden sorumlu genlerin molekiiler diizeyde
arastirilmasi bu yapinin biyoteknolojik uygulamalar i¢in kullanimina olanak saglayabilir. Ayrica ileriki
caligmalarda, bu gen bolgeleri farkli canlilara aktarilarak, biyoteknolojik yontemler ile kurbaga jeli
tiretimi de gergeklestirilebilir.

Cikar Catismasi

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler.
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