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EMBRiYO ORGANOGENEZIi SIRASINDA TIMUSTAKI NECTIN-2
VARLIGININ ARASTIRILMASI

OZET

Timus, T lenfositlerin gelisimi ve olgunlasmasi i¢cin gerekli mikrogevreyi saglayan
primer lenfoid organdir. Nectin’ler Ca**-bagimsiz immunoglobulin-benzeri hiicre
adezyon molekiiliidiir. Bu calismanin amaci, gelisimin farkli donemlerindeki sican fetus

timusunda nectin-2 ekspresyonunun arastirilmasidir.

Calismada 24 adet erigskin wistar-albino cinsi disi si¢an kullanildi. Ciftlesme i¢in disi
sicanlar her sabah vajinal smear ile test edildi ve estrus dongiisiiniin proestrus
asamasinda olanlar erkek sicanlarin kafesinde 1:1 eslestirildi. Ertesi giin vajinal plak
belirlenen sicanlar 0,5 giinlilk gebe olarak kabul edildi. Sicanlar ketamin anestezi
altinda dekapite edildi ve gebeliklerinin 14, 16, 18 ve 20. giinlerde fetusler ¢ikarildi.
Fetuslar parafin bloklara gomiildii. Genel histolojik yapiyr géormek amaciyla kesitler
hematoksilen-eozin ile boyandi. Nectin-2, fetal timusda tavsan poliklonal antikor ve
streptavidin-biotin peroksidaz teknigi kullanilarak immunohistokimyasal olarak

belirlendi.

Timus taslagi gebeligin 14 ve 16. giiniinde bag dokusu kapsiilii ile cevrelenmisti.
Gebeligin 18. giiniinde bag dokusu kapsiiliiniin olusturdugu septa dokuyu tam olmayan
lobiillere ayirdi. Lobulasyon gebeligin 20. giiniinde daha belirgindi. Nectin-2
immunreaktivitesi gebeligin 14. ve 20. giiniinde orta yogunlukta, gebeligin 16. ve 18.

giiniinde zayif reaksiyon gosterdi.

Sonug olarak timopoezis sirasinda hiicre-hiicre etkilesimlerinde Nectin-2’nin de katkis1

oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Timus gelisimi, Nectin-2, Sican, Immunohistokimya.



INVESTIGATING OF NECTIN-2 EXPRESSION IN THE RAT THYMUS
DURING ORGANOGENESIS OF EMBRYO
ABSTRACT

The thymus 1is a primary lymphoid organ which provides the essential
microenvironment of T lymphocytes development and maturation. Nectins are Ca*'-
independent Ig-like cell adhesion molecules. The purpose of the study is to investigate
of nectin-2 expression in thymus which is different stages of development in the rat
featus.

In study, 24 adult female Wistar-albino pregnant rats were used. For mating, female rats
were tested with a vaginal smear every morning and those shown to be in the proestrus
stage of their estrus cycle were paired 1:1 in the home cages of male rats. The next day,
female rats were designated vaginal plaque that day were considered as a gestation day
0,5 (GD 0,5). The rats were decapitated under ketamine anesthesia and its fetus was
removed in 14, 16, 18, and 20 on days. Embryos were embedded in parafin blocks.
General histological structure in order to see the sections were stained with
hematoxylin-eosin. Nectin-2 was detected immunohistochemically in the fetal thymus

using a rabbit polyclonal antibody and the streptavidin—biotin peroxidase technique.

The thymic primordium is surrounded by a connective tissue capsule at GD14 and
GD16. At GD18, the connective tissue capsule has formed septa, which subdivide the
tissue into incomplete lobules. Lobulation was more evident at GD20. Nectin-2

immunoreactivity was observed at medium-density in GD14 and GD20, was observed

weak-density in GD16 and GD18.

As a result it has thought that nectin-2 is contribution to cell-cell interaction during

thymopoiesis.

Key Words: Thymus development, Nectin-2, Rat, Immunohistochemistry.
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1.GIRIS VE AMAC

Organizmay1 olusturan hiicrelerin ¢evresinde c¢oziinebilir molekiillerden olusan
karmasik bir karigim, diger hiicreler ve ¢oziinebilir olmayan doku matriksi yer alir.
Hiicrenin bulundugu bu cevreyi olusturan ekstraselliiler sivinin bilesimi, diger
hiicrelerin davranmislari, sekilleri, kimyasal yapilar1 siirekli degisir. Doku ve hiicrelerin
biitiinliigiiniin ve islevinin korunabilmesi i¢in hiicrenin ¢evresindeki degisimleri
algilamas1 ve uygun cevaplar vermesi gerekir. Hiicre bu olayi, yiizeyinde eksprese
edilen hiicre adezyon molekiilleri araciligi ile gerceklestirir. Adezyon molekiilleri,
birbirleriyle veya ekstraseliiler sividaki molekiillerle etkilesim gosteren, hiicre-hiicre ve
hiicre-ekstraseliiler matriks baglantisini saglayan protein molekiilleridir. Hiicre adezyon
molekiilleri hiicre aktivasyonu, gogii, biiylimesi, farklilasmast ve olimii gibi bir ¢ok
olaym diizenlenmesinde rol oynarlar. Hiicre adezyon molekiilleri, heterojen bir reseptor
grubudur ve embriyonel donemde hiicre boliinmesinde, hiicre gociinde ve hiicrelerin
farklilasmasinda etkilidirler. Adezyon molekiilleri sayesinde gerceklestirilen hiicre-
hiicre ve hiicre-matriks adezyonu ile hiicreler birbirleri ve ¢evreleri ile iletisim kurarlar.
Bu nedenle doku yapisinin olusturulmasinda adezyon molekiillerinin rolii hiicre

biyolojisi caligmalari i¢in dnemlidir (1).

Nectin, Ca*>-bagimsiz Ig-benzeri hiicre adezyon molekiiliidiir ve nectin-1, nectin-2,
nectin-3, nectin-4 olmak iizere dort iiyeden olusur. Nectin-1, nectin-2 ve nectin-3 ayni
zamanda her yerde bulunabilen epitelyal hiicreler, néronlar ve fibroblastlar1 iceren

cesitli hiicre tiplerinde bulunmaktadir. Nectin-2 ve nectin-3 cadherinlerin eksprese



edilmedigi kan hiicreleri (B hiicreleri ve monositler) ve spermatidlerde eksprese

edilirken, insanda nectin-4 baslica plasentada eksprese edilmektedir (2).

Timus kemik iligi kaynakli T hiicrelerinin hem fetal hem de yetiskin hayatta farklilagtig1
bagisiklik sisteminde gorev alan Onemli bir lenfoid organdir. Bu nedenle bagisiklik
sisteminin en Onemli organlarindan ve komuta merkezlerinden biridir. Timus ii¢ germ
yapragindan (endoderm, mezoderm ve ektoderm) koken alir. Timus bag dokusundan
yapilmis ince bir kapsiille cevrilmistir. Bu kapsiil organ1 lob ve lobiillere ayirir. Her
lobiil periferde korteks, merkezde medulla adi verilen iki bdlgeye sahiptir. Timusun
korteks ve medullasinda basta timosit ad1 verilen T hiicreleri olmak {izere lenfoblastlar,
epitelyal retikiiler hiicreler, makrofajlar, monositler, interdigitating hiicreleri ve
medullaya 6zgii Hassal cisimcikleri yer almaktadir. Timus korteksinde Tip I, Tip II ve
Tip III, medullasinda Tip IV, Tip V ve Tip VI olmak iizere toplam alt1 farkh epitelyal
retikiiler hiicre bulunmaktadir. Korteksteki Tip I epitelyal retikiiler hiicreler, bu
hiicrelerin bazal laminasi, perivaskiiler bag dokusunun makrofajlari, damar duvari
endoteli ve bazal laminasi ile birlikte kan-timus bariyerini olusturur. Tip II epitelyal
retikiiler hiicreler birbirleriyle desmozomlar: vasitasiyla baglanti kurar. Tip III ve Tip
IV epitelyal retikiiler hiicreler, Tip I epitelyal retikiiler hiicreler gibi sikica birbirlerine
tutunarak korteks-medulla siirmda bir bariyer olusturur. Tip V epitelyal retikiiler
hiicreler medulla boyunca yayilarak birbirine desmozomlar araciligiyla tutunup
lenfositlerin yerlestigi bir ag olusturur. Tip VI epitelyal retikiiler hiicreler ise bir araya
gelip konsantrik tabakalar olusturarak Hassal cisimcikleri’ni yaparlar. Tip VI epitelyal
retikiiler hiicrelerde desmozomlar ¢ok olabilir ve hiicre yiizeyinin biiytiik bir kismini

kaplayabilirler (3).

Korteks ve medullada yer alan baglanti komplekslerinde ve kan-timus bariyerinde
nectin-2 molekiiliiniin varligi bugiine kadar yapilan caligmalarda heniiz ortaya
konulmamistir. Bu nedenle calismada, gebe sicanlarin embriyolarinin timus dokusunun
gelisiminde hiicre adezyon molekiilii olan nectin-2 dagilimmin immiinohistokimyasal

olarak gosterilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Bagisiklik  sistemi  tiim  viicuda  yayillmis, birincil  islevi  organizmayi
mikroorganizmalarin ve yabanci maddelerin yayilmasindan ve zararh etkilerinden
korumak olan cesitli hiicre ve yapilardan olusur. Bagisiklik yanitinda yer alan baslica
yapilar timus, dalak ve lenf diiglimii gibi lenfoid organlardir. Esas olarak nodiiler
yigilmayla olusan ve lenfoid nodiil adi verilen daha kiiciik lenfoid doku birikimleri
sindirim (tonsiller, Peyer plaklari, appendiks), solunum, bosaltim ve iireme sistemleri
mukozalarinda mukoza-iligkili lenfoid dokuyu olusturur. Genis lenfoid yap1 dagilimi ve
lenfoid hiicrelerin kan, lenf ve bag dokularindaki sabit dolasimi immiin yetenekli
hiicreler yardimiyla viicut i¢in etkin bir gozetim ve savunma sistemi olusturur. Tiim
lenfositler kemik iliginden kdken alir. Fakat T lenfositler ileri olgunlagmalarini timusta
gerceklestirirken, B lenfositler kemik iligini olgun hiicreler olarak terk eder. Bu
nedenle kemik iligi ve timus birincil (primer) veya merkezi (santral) lenfoid organlar
olarak tanimlanir. Lenfositler bu organlardan, kana ve cogalip farklanmalarm
tamamladiklar1 periferik (sekonder) lenfoid organlara (dalak, lenf diigiimii, lenfoid

nodiiller, tonsiller, appendiks, ileumun peyer plaklar1) gb¢ ederler (4).
2.1. TIMUS

Timus T hiicre Onciillerinin olgunlastigi ve kendi 06zel fonksiyonel yeterliligini
kazandig1 primer lenfoid organdir (5,6). T hiicrelerinin olgunlagmasi stromal hiicrelerin
bircok farkh tiirlerinin fiziksel ve fonksiyonel etkilesimine baghdir (5). Timik

mikrocevre korteks ve medullanm her ikisinde epitelyal retikiiler hiicrelerin olusturdugu



bir agdir. Fibroblastlar, makrofajlar ve interdigitasyon yapan hiicreler gibi non-epitelyal

stromal hiicreler bu agda bulunur (6).
2.1.1. Embriyolojisi

Timus, kemik iliginden dolasim ile gelen progenitor hiicrelerin T lenfositelere
farklilastig1 primer bir lenfoid organ olmasina ragmen yapisi diger lenfoid organlardan
farklhidir. Bu farklilik, timusun embriyonel gelisiminden kaynaklanmaktadir. Sekonder
lenfoid organlar mezodermal kokenli iken timus ii¢ germ yapragindan (endoderm,
mezoderm ve ektoderm) koken alir (4,6,7). Bu gelisim siirecinde ilk olarak timositlerin
yoklugunda epitelyal-mezenkimal etkilesimler gerceklesir, bodylece sonraki
basamaklarda timositler ve mezenkimal hiicreler arasinda karsilikli etkilesim gozlenir
(7,8). Timusun olusumu sirasinda epitelyal-mezenkimal etkilesimler devam eder. Timus
organogenezinin farkli agamalarinda mezenkimal hiicrelerin rol oynadigi kanitlanmistir

9).

Timus insanda embriyolojik olarak intrauterin hayatin altinci haftasinda tiglincii
faringeal cep endoderminden geliserek ortaya ¢ikar (10,11). Bazen iiciincii faringeal cep
ile birlikte, dordiincii faringeal cep endodermide gelisime katilir (6,12). Bu gelismeyi
paratiroid bezle birlikte yapan timusun gelisimine, servikal siniisiin ektodermal
yapraginin da katildig: belirtilmektedir (Sekil 2.1). Timus gelisimin sekizinci haftasinda
toraksta kalic1 bir pozisyon almak i¢in asag1 dogru hareket eder (11).
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Sekil 2.1. Timus’un geligimi (13).



Elektron mikroskobu incelemelerinde sekizinci gebelik haftasinda timus taslaginin
hemen hemen tamaminin epitelyal hiicrelerden yapili oldugu goriilmiistiir. Bu donemde
cevrede ve ortada yerlesim gosteren iki tip epitelyal hiicre bulunmaktadir. Erken timus
taslaginda faringeal kese epiteline benzer hiicrelerinde goriilebilecegi bildirilmektedir.
Bu hiicreler dokuzuncu gebelik haftasinda da seyrek olarak goriilebilmekle birlikte,
normal timusta ortadan kalkar. Dokuzuncu gebelik haftas1 boyunca epitelyal timus icin
de bazofilik mezenkimal hiicreler ve lenfoid hiicreler goriilmeye baglar. Timustaki T-
lenfosit Onciisii hiicreler, dokuzuncu haftada timus epitel ag1 icindeki kapiller etrafinda
birikmeye baslamaktadir. 9-12. gebelik haftasinda, korteks ve medulla ayriminin
olmadig1 donemde, lenfositler tiim organa dagilmistir. Bu lenfoid hiicrelerin hem
elektron mikroskobik, hem fonksiyonel incelenmesinde immatiirite isaretleri tasidigi

gosterilmistir (12).

Epitelyal timus taslagi, noral krestten gelistigi sanilan bir mezenkim ile sarilidir (14).
Bu faringeal bolgenin mezoektodermi, timusun bag dokusunu olusturur ve 9-12. gebelik
haftasinda timusun periferi mezenkimal septumlarla bdliinmeye baslar. On yedinci
gebelik haftasinda, bu septumlar kortikomedullar bolgeye uzanir ve dallanarak genisler
(12).

Korteks ve medulla sinirinda bulunan kiigiik damarlarin ¢evresinde doku bosluklar1 yer
alir. Bu bosluklar, timik epitelyal alan ile perifer arasinda, hiicre degisim yerini
olusturur. Elektron mikroskobik olarak, tiim perivaskiiler bosluklar timik epitelyal
hiicreler ve onlarin bazal laminalar1 ile kusatilmistir. Timusta olgunlasan T hiicreler,
timik epitelyal alanda perivaskiiler alana ya da ters yone diapedez yolu ile gecer. Fetal
yasamda goriilen hemopoez, Ozelliklede granulopoez bu perivaskiiler alanlarda
gerceklesir. Postnatal donemde ise bu bolgeler ¢ok sayida lenfosit ve diger gezici
hiicreleri icerir. Postnatal timusta goriilen, histogenezi tartismali Hassal cisimciklerinin
onciileri, 10-12. haftalarda timus lobiillerinin orta kisminda belirmeye baslar. Hassal
cisimciklerinin, iki ya da ti¢ ektodermal hiicrenin plak seklinde dizilmesi ile olugsmaya
basladig1 bildirilmektedir. Hassal cisimciklerinin olusumu fetal ve postnatal donem
boyunca kesintisiz olarak devam eder. Bundan dolay:1 timus i¢inde farklh gelisim
evrelerinde Hassal cisimciklerini gormek miimkiindiir. 14. gebelik haftasinda korteks ve
medulla ayrimi belirgin hale gelmeye baslar. Bu farklilagsma 17. haftada tamamlanir

(12).



Timus sicanlarda ve farelerde iiclincii faringeal cep ve iligiincii faringeal yarik
endoderminden paratiroid bezi ile birlikte gelismeye baslar. Gebeligin 9,5 giiniinde
endodermal ve ektodermal germ tabakalar1 fiziksel temas kurar. Boylece 10,5-11,5
giinleri arasinda {iciincii farigeal cep endodermi ektodermal hiicreleri kaplar (14). Timik
epitelyal hiicrelerin sadece endodermal kokenli degil ektodermal kokenli oldugu
kanitlanmistir (15,16). Endodermal epitelin 6nemine ek olarak, timus taslaginin diizenli
olusumunda faringeal ark mezenkimi onemli rol oynar. Mezenkimal hiicrelerin bazilari
ic kaudal faringeal ark (3,4 ve 6) icinde noral krest hiicrelerinden koken alir (17). Bu
hiicreler yalnizca aortik arkus cevresinde degil ayn1 zamanda biiyiik sefalik arterlerin
hiicreleri ve pulmoner aorta septumu ¢evresinde timus ve paratiroid bez dokusunun her
ikisinin de dokulariyla baglantilidir (18). Gebeligin 10. giiniinde timik taslaklar kalbin
izerinde, viicudun orta hattindan ventral bir gociin baslamasiyla lateral bir sekilde
olusmaya baslar (6). 10-11. giinlerde timus ince duvarli bir liimen vasitasiyla farinkse
baghdir (14). 11. giinde Whn ve Pax 1 transkripsiyon faktorleri eksprese edilmistir (19).
Boylece noral krest’ten tiiremis mezenkimal hiicreler ve epitelyal hiicreler arasindaki
araliksiz etkilesim sonucu timus lobulasyonu indiiklenir (6). Ayrica timus kapsiilii 11.
giinde mezenkimal hiicrelerinden tiiremeye baslar (7). Gebeligin 12. giiniinde kortikal
ve medullar epitelyal hiicreleri farklilasmaya baslarken, 11-12. giinlerde epitelin
kalinlagtig1 liimenin ise farinks ile baglantisinin 13. giine kadar devam ettigi
goriilmiistiir (14). 14. giinde korteks ve medulla sekillenmeye baslar. 16. giinde ise

timik stroma timositlerin se¢ici gelisimi olusmaya baslar (6).

Ergin farelerde, progenitdr T hiicreleri kemik iliginden tiirer ve goc¢ ederek korteks
medulla sinirindan timik stromaya giris yapar. Bu hiicreler subkapsiiler korteksten,
korteksin derinliklerine, daha sonra kortikomedullar sinirdan medullaya gecerek
farklilagir. T hiicreleri farklilagsma esnasinda bu mikrogevre i¢inde timositler ve timik
hiicreler ile etkilesim gosterir (6). Timik stroma tarafindan timositlerin gelisim hizi,
stromal hiicrelerdeki timositler yiizeyindeki T-hiicre reseptorleri (TCR) ve major
histokompatibilite kompleksi (MHC) arasindaki etkilesim ile belirlenir. Boylece T
hiicrelerinin gelisiminde korteks epitel hiicrelerindeki pozitif se¢cim (20,21),
medulladaki epitel ve interdigitasyon yapan retikiiler hiicrelerinin negatif se¢imi bu
sekilde gerceklesir (22). 13 giinliikk fare fetus timusunun, 30-33 giinliik kobay fetus
timusuna goriiniim acgisindan benzerlik gosterdigi ve her iki tiirlin bu donemdeki

fetuslariin esas yapisinin farklilagmamis epitelyal hiicreler ve biiyiik lenfoblastlardan



ibaret oldugu anlasilmistir. Eriskinlerde epitelyal hiicrelerdeki mitoz olayina kortekste
pek rastlanmamasma ragmen medullada gozlenir. Insan timusunda da buna benzer
bulgular isaret edilmistir (23). Fare ve kobay timuslar1 arasindaki en belirgin fark,
Hassal cisimcikleri’nin gelisimidir. Kobaylarda Hassal cisimcikleri biiyiik, karmasik ve
kaba bir yapiya sahiptir; farelerde ise Hassal cisimcikleri dagmik ve az gelismistir (24).
Farelerde, fetal donemde Hassal cisimciklerinin gelismedigi hatta postnatal donemde de

cok nadiren bulundugu bildirilmistir (23).
2.1.2. Anatomisi

Timus gogiis boslugunda, mediastenumun igerisinde, sternumun arkasinda, trakea ve
perikardin 6niinde yerlesmis lenfoid sistemin esas organidir. Dogumda 10-15 gr agirligy,
pubertede 30-40 gr’a kadar ¢ikar. Puberteden sonra atrofiye ugrar ve agirhigr 10 gra
kadar diiser. Bu donemden sonra timus involusyonu baglar ve dokunun bir¢ok
kisimlarinda fibroz ve adip6z doku yer alir (25) (Sekil 2.2). Fakat, timus hi¢bir zaman
tamamen ortadan kalkmaz, mediastende kiiciik bir yastikc¢ik seklinde kalir (12).
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Sekll 2.2. A. Insan timus bezi (26) B. Fare timus bezi anatomik konumu (27).

Anatomik olarak timus parankima ic¢inde bulunan, onu lob ve lobiillere bolen bag
dokusundan bir kapsiile sahiptir. Her lobiil korteks ad1 verilen periferde, koyu renkli bir
bolge ve medulla adi1 verilen merkezde, agik renkli bir bolgeye sahiptir. Korteks kiigiik

lenfositlerden zengin oldugu i¢in medulladan daha koyu boyanir (4).

Gelismesi tamamlanmis timus, pembe renkli olup, formalin tesbitinden sonra gri renk

alir. Dogumdan sonra timus hemen hemen tamamen gelismistir ve fonksiyoneldir.



Puberteye kadar T lenfositler timusta farklhilasir ve ¢ogalirlar. Puberteyle birlikte T
hiicre farklilasmasi ve cogalmasina duyulan ihtiya¢ azaldigindan, timusun lenfoid
hiicreleri yerini yag hiicrelerine bwrakir, timus kiigiiliir. Bu fizyolojik olaya timus
involusyonu denir. involusyondan geriye kalan timus dokusu yinede fonksiyoneldir.

Yiiksek oranda T lenfosit proliferasyonuna ihtiya¢ duyuldugunda aktivitesi artar (3).
2.1.3. Histolojisi

Timus cevresi distan fibroz kapsiille ¢evrili iki lobdan olusmustur ve bu iki lob gevsek
bir bag dokusu ile birbirine tutunmustur (28). Kapsiil, organm icine septum adi1 verilen
bir takim bodlmeler gonderir. Kapsiil ve septumlarda kan damarlari, efferent lenf
damarlar1 ve sinirler bulunur, afferent lenf damarlar1 bulunmaz (3). Gevsek bag
dokusuna sahip bu septumlar ile timus birbirleriyle baglantili lobiillere ayrilir (3,28).
Her lobiil korteks adi verilen periferik, koyu renkli bir bolge ve medulla adi1 verilen
merkezi, acik renkli bir bolgeye sahiptir. Korteks kiiciik lenfositlerden zengin oldugu
icin medulladan daha koyu boyanir. Aralarindaki renk farkina ragmen, aslinda korteks
ve medullanin yapis1 aynidir, her ikiside lenfositler ve epitelyal hiicrelerden olugsmustur,
ancak bunlarin oranlar1 farklidir (4) (Sekil 2.3). Timus lobiillerinin medulla
boliimlerinin agik, korteks bolimlerinin koyu boyanmasi bir lenf folikiili gibi
goriinmelerine yol acar. Ancak timusta lenf follikiilii bulunmamaktadir (3). i¢inde kan
damarlar1 tagiyan trabekiiller ise korteksin yiizeyinden ice dogru kortikomedullar sinira
kadar uzanir. Boylece, kapiller sadece kortekste yer almaz, medullada da kiiciik arter ve

arterioller bulunur (28).

Sekil 2.3. A.Timus histolojik kesiti.



Timus parankimasi diger lenfoid organlarin parankimasmdan bazi farkliliklar gosterir.
Timusta retikulum lifleri bulunmaz. Bu nedenle timusun serbest hiicreleri diger lenfoid
organlardan farkli olarak, sadece epitelyal retikiiler hiicrelerin olusturdugu ag {izerine
yerlesmislerdir (3). Timik korteksin marjinal kisminda lenfopoez yaygindir. Burada
biiyiik lenfositler, orta capli lenfositler, lenfoblastlar ve mitoz olduk¢a fazladir.
Korteksin i¢ kisminda ise kiiciik lenfositler en fazla sayidaki hiicre tipidir. Bunun
disinda kortekste; epitelyal retikiiler hiicreler, lenfoblastlar, makrofajlar, az sayida
monosit ve mast hiicreleri bulunur (4). Medulla hiicrelere bagl olarak daha az yogun bir
boyanma gosterir. Medullada bulunan hiicreler; epitelyal retikiiler hiicreler,
interdigitasyon yapan retikiiler hiicreleri, birka¢ makrofaj, lenfositler ve Hassal

cisimsikleridir (4).

Lenfoblastlar: Lenfoid hiicrelerin ilk progenitorii olan prelenfositleri olugturmak iizere
2 veya 3 kere boliinme yetenegine sahip hiicrelerdir (4) ve i¢ kortekste farklilasan kiigiik
lenfositleri tiretmek icin mitoz boliinmeye maruz kalirlar (29). Bu hiicreler, ortalama
10-20 um bir ¢apa sahip olup, ¢ekirdekleri yuvarlak veya oval, 1-2 ¢ekirdekg¢ik igerirler.

Ayrica ince kromatinli, mavi sitoplazmaya sahiptir (30,31).

Lenfositler: Lenfositler fonksiyonel olarak T lenfosit, B lenfosit ve Naturel killer
(dogal oldiiriicii; NK) lenfositler olmak iizere ii¢ gruba ayrilir (3). Bununla birlikte tiim
onciil lenfosit hiicreleri kemik iliginden kaynaklanir. Bu lenfositlerin bazilar1 T
lenfositlerin biitiin niteliklerini kazandiklar1 timusa go¢ eder. T lenfositler periferik
lenfoid organlarin 6zel bolgelerine yerlesir. Diger kemik iligi lenfositleri kemik iliginde
B lenfositlerine farklilasir ve kendi 6zel bolmelerinde yerlestikleri ve cogaldiklari
periferik lenfoid organlara go¢ ederler (4). T lenfositler hiicre aracili immiin cevaplarin
olusmasini saglar. Lenfositler caplarma gore kiiciik, orta ve biiylik ¢apli lenfositler
olmak iizere 3 gruba ayrilir. Bunlar siras1 ile 6, 12, 18 p capindaki hiicrelerdir. Kiigiik
lenfositler 6-9 p capinda, biiyiik lenfositler 9-18 p capinda olarak da degerlendirilebilir
3.

Timus’un temel hiicre birimi kiiciik lenfositlerdir. Bunlar ‘timosit’ olarak tanimlanir
(32). T hiicrelerinin olgunlasmasi timositlerin pozitif ve negatif seleksiyonu ile olur. Bu
da farkli stromal hiicrelerin ve olgunlagmamis timositler arasindaki etkilesim ile
gerceklesir (19). Bu etkilesim timositlerin yiizeyindeki TCR ve stromal hiicrelerin

yiizeyindeki MHC-peptid kompleksi arasinda olur (6,7). Timik stromal hiicreler T
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hiicrelerinin gelismesi, faklilagmasi ve olgunlasmasi i¢cin timik epitelyal hiicreler
(TECs) arasinda ekstraseliiler matriks, sitokinler ve biiyiime faktorii saglayabilir. TECs
pozitif seleksiyona katilan timik kortikal epitelyal hiicreler (cTECs) ve negatif
seleksiyona katilan timik medullar epitelyal hiicreler (mTECs) olmak iizere 2 biiyiik

kategoriye ayrilir (7).

Epitelyal retikiiler hiicreler: Epitelyal retikiiler hiicreler, hem korteks hem de
medullada bulunur. Kortekste bulunan retikiiler hiicreler oval ve 6kromatik ¢ekirdekleri
olan, asidofilik sitoplazmali, ince gevsek kromatinli, genis membranl, yildiz bicimli
hiicrelerdir (3,4,29). Bir ¢ekirdekte 3 ¢ekirdekgik goriilebilirse de siklikla 2 p capa sahip
tek bir ¢ekirdek¢ik goriiliir (29). Bu hiicreler desmozomlar1 sayesinde benzer komsu

hiicreler ile baglanti kurar (4,33).

Timus korteksinde ii¢ tip epitelyal retikiiler hiicre bulunur. Kapsiil ve trabekiillerin
hemen altinda bulunan Tip I epitelyal retikiiler hiicreler, kortekste bulunan kan
damarlarinin adventisyalarin1 ¢evreler. Aralarinda siki baglanti (TJs) kompleksi
bulundugundan dolay1 bu hiicrelerin timus parankimasini dis ortamdan izole ederek T
lenfositlerin antijenlere maruz kalmaksizin gelisimlerini tamamlamalarin sagladiklar1
diisiiniilmektedir. Tip I epitelyal retikiiler hiicrelerin altinda bazal lamina uzanir. Damar
duvar1 endotelinin ve perivaskiiler makrofajlarin da katkida bulundugu bu bariyere kan-
timus bariyeri denir. Kisaca kan-timus bariyeri Tip I epitelyal retikiiler hiicreler ve bu
hiicrelerin bazal laminasi, perivaskiiler bag dokusunun makrofajlari, damar duvari

endoteli ve bazal laminasindan olusur.

Timusun Tip II epitelyal retikiiler hiicresi korteksin ortalarinda yer alir. Bu hiicrelerin
sitoplazmasmda yogun intermediyer lif demetleri ve uzantilar1 arasinda desmozomlar

bulunur.

Kortekste yer alan son epitelyal retikiiler hiicre tipi, Tip III epitelyal retikiiler
hiicrelerdir. Medulla sinirma yakin yerlesen bu hiicreler Tip I epitelyal retikiiler hiicreler

gibi sikica birbirlerine tutunarak korteks-medulla sinirinda bir bariyer olustururlar (3).

Medullada bulunan retikiiler hiicrelerin sitoplazmasi fibril ve graniil igerdiginden dolay1
kortikal retikiiler hiicrelerin sitoplazmasimdan daha kolay saptanabilir ve siklikla fibril
veya graniil icerir. Bazi hiicrelerin Golgi zonunda kirmizimsi graniiller goriilebilir.

Cekirdeklerin ¢cogu kortikal retikiiler hiicrelerinkine benzer. Az bir kismi ise (6zellikle
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Hassal cisimcikleriyle birlikte olanlar) biraz daha biiyiiktiir. Bazen 4-6 cekirdekcik
iceren tetraploid-benzeri ¢ok biiyiik cekirdekler goriilebilir (29).

Timus medullasinda ii¢ tip epitelyal retikiiler hiicre bulunur. Bu hiicreler korteks

smirindan baglamak iizere Tip IV, Tip V ve Tip VI epitelyal retikiiler hiicrelerdir.

Tip IV epitelyal retikiiler hiicreler korteks-medulla sinirinda Tip III epitelyal retikiiler
hiicrelere yakin bulunur. Bu hiicrelerde, Tip III epitelyal retikiiler hiicrelerde oldugu
gibi TJs kompleksi ile birbirine baglanmislardir. Boylece korteks tarafinda Tip III
epitelyal retikiiler hiicreler ve medulla tarafinda Tip IV epitelyal retikiiler hiicreler
tarafindan olusturulan hiicresel bariyerle korteks ve medulla birbirinden ayrilir. Bu
izolasyon, damarlar1 nispeten gecirgen olan medulladan giren antijenlerin kortekse

ulagmasini engellemek agisindan son derece dnemlidir.

Tip V epitelyal retikiiler hiicreler medulla boyunca yayilarak birbirine desmozomlar

araciliiyla tutunup lenfositlerin yerlestigi bir ag olustururlar.

Tip VI epitelyal retikiiler hiicreler ise medullada en tipik epitelyal retikiiler hiicrelerdir.
Bu hiicreler bir araya gelip konsantrik tabakalar olusturarak 1sik mikroskobik olarak

asidofilik boyanan Hassal cisimciklerini yaparlar (3).

Timik epitelyal retikiiler hiicreler sitoplazmik wuzantilar1 vasitasiyla birbirlerine
baglanarak bazal membran iizerinde ii¢c boyutlu bir ag olusturur. Bu ii¢ boyutlu olusum
T hiicrelerinin gelisimi ve stromal hiicreler arasindaki temas vasitasiyla stroma boyunca
T hiicre go¢iinii miimkiin kilmaktadir (6). Timik epitelyal hiicrelerinin epitelyal kdkenli

olmalar1 nedeniyle aralarinda baglant1 komplekslerinin bulunmasi dogaldir (3).

Timusta epitelyal hiicrelerin yaninda non-epitelyal hiicreler de bulunur. Bu hiicreler,

makrofajlar ve interdigitasyon yapan hiicrelerdir.

Makrofajlar: Makrofajlar ilk olarak fagositoz yetenekleri ile kesfedilmistir. Bu
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri islevsel etkinliklerine ve yerlestikleri dokulara uygun
olarak cok cesitlilik gosterir. Elektron mikroskobi goriintiisiinde aktif pinositotik ve
fagositotik aktivitelerinin morfolojik karsilig1 olan girintili, ¢ikintili, diizensiz yiizeyleri
ile ayirt edilir. Genellikle iy1 gelismis bir Golgi aygiti, cok sayida lizozom, ve belirgin

graniillii endoplazmik retikulumu bulunur.

Makrofajlar kokenini kemik iliginden alan ve bodliinerek dolasimdaki monositleri

olusturan onciil hiicrelerden alir. Ikinci asamada bu hiicreler veniillerin ve kapillerlerin
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duvarlarim1 asarak, icinde olgunlasip makrofaj ozelliklerini kazanacak olduklar1 bag
dokusuna go¢ ederler. Bu ylizden monositler ve makrofajlar olgunlagsmalarinin farkli

asamalarinda ayni hiicrelerdir (34).

Makrofajlar timusun korteks, kortiko-medullar bolge ve medullasinda bulunan bir hiicre
tipidir. Tipik korteks makrofajlar1 korteksin her tarafina dagilir. Bu hiicreler, 151k
mikroskobuyla fagosite olmus lenfositlerin intrasitoplazmik c¢ekirdek kalintilarinin
varlig1 sayesinde kolaylikla tanmirlar. Ayrica korteks makrofajlar1 genis hiicrelerdir ve
cekirdekleri genis olup c¢ekirdek mebraninin i¢ yiizeyinde heterokromatin kiimeleri

bulunur. Medullada bulunan makrofajlar ise kortekstekilere benzer (35).

Kortiko-medullar bolge makrofajlar1 151k mikroskobik olarak korteks ve medulla
makrofajlarindan farkli yap1 gosterirler. Buradaki hiicreler korteks ve medulla arasinda
kiimelenme olusturur. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida aldehit-fuksin ile boyandiginda
kolayca ayirt edilebilen sitoplazmik graniiller yer alir. Bu graniiller ¢ok biiyiik olup
cekirdege baski yaptiklarinda ¢ekirdek diizensiz sekilde gozlenir. Cekirdek dkromatik
olup belirgin bir cekirdekcige sahiptir. Sitoplazmada tonofilamanlar ve desmozomlar

bulunmaz (35).

Interdigitasyon yapan hiicreler: Bu hiicreler, timusta bulunan non-lenfoid hiicreler
olup, medulla ve kortiko-medullar bolgede bulunurlar. Epitelyal hiicrelere benzemeyen
bu hiicreler, komsu hiicrelerle desmozom olusturmazlar. Bu hiicreler medulla’da
mononiikleer fagositik sistem hiicrelerini temsil etmektedirler (35). Ik olarak insan
timusunda tanimlanan bu hiicreler daha sonra sican, kobay ve kuslarda incelenmis olup,

farelerde nadiren goriilmiistiir.

Mast Hiicreleri: Mast hiicreleri sekli oval ile yuvarlak arasi, capi1 20-30 pm,

sitoplazmas1 bazofilik salg1 graniilleriyle dolu olan bag dokusu hiicreleridir (3).

Hassal cisimcikleri: Medullada yer alan Hassal cisimcikleri timus i¢in karakteristik
olup, bunlar Tip VI epitelyal retikiiler hiicrelerin (3) siklasip bir araya toplanmasiyla
sekillenen kiiresel yapilardir. Bu yapilar halkasal tarzda diizenlenmis, yassilagmis
epitelyal retikiiler hiicrelerin keratin filamanlar1 ile dolmasi, dejenere ve bazen de
kalsifiye olmasiyla olusur. Islevleri ise heniiz bilinmemektedir (4). Bu cisimciklerin,
antijenle antikorlarin depolanmasi ve fagositozunda rol oynadigi One siiriilmektedir

(23).
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2.1.4. Timusun Fonksiyonu ve immiinolojik Onemi

Timus, viicut agirhigma gore en fazla gelisimini dogumdan hemen sonra gosterir,
ergenlikten sonra ise geriler. Siirekli olarak kemik iligi kaynakli hiicrelerin akimma
ugrar. T hiicrelerini olusturacak olan kok hiicreler, kemik iliginden koken alarak, hem
fetal hem de yetiskin hayatta timusa go¢ eder. Timus, T hiicrelerinin son farklanma ve
secilme yeridir. Bu islem esnasinda timus lenfositleri pek ¢ok mitoz boliinme gecirir.
Buna karsin bu hiicrelerin %95’den fazlas1 apoptozis ile ortadan kaldirilir. Ortadan
kaldirilanlar antijenlere yanit vermedikleri icin organizmanin kendi antijenleri ile
tepkime veren lenfositlerdir. Organizmanin kendi antijenleri ile tepkime veren
lenfositler ortadan kaldirilmadigi takdirde otoimmiin hastaliga yol acar. Sonugcta timusta
tiretilen lenfositler, yabanci antijenlere karsi yanit gelistiren edinilmis bagisiklik icin

temel oneme sahip T hiicreleridir.

Timus T lenfositlerin ¢cogalma ve farklanmasini uyaran birkac¢ protein faktor salgilar.
Bunlarin timusta etkili olan parakrin salgilar oldugu diisiiniilmektedir (4). Epitelyal
retikiiler hiicrelerden salgilanan (3) bu dort faktor: timozin-a, timopoietin, timolin ve
timus hiimoral faktordiir. Timus ayrica bazi hormonlardan etkilenir. Adrenal
kortikosteroidler, lenfosit sayisinin azalmasina ve mitoz hizinin diigmesine, kortikal
dokunun bozulmasma neden olur. Adenohipofizden salgilanan adrenokortikotropik
hormon adrenal korteksi uyararak benzer bir etkinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Erkek

ve disi seks hormonlar1 da timus gerilemesini hizlandirir (4).

Timus T lenfositlerin seleksiyonunun immunolojik olarak gerceklestigi yerdir.
Korteksin dig boliimiinde T lenfosit membranlarinda CD2 ve CD7 (CD4 ve CDS8
yoktur) molekiilleri bulunur. Bu doneme double negatif donem denir. Bu erken donemin
ardindan CDI1 molekiilleri belirir. CD1 molekiillerinin goriilmesi T lenfosit
farklilasmasinin orta donemlerini isaret eder. Daha sonra TCR, CD3, CD4, CDS8
molekiilleri kazanilir. Bu doneme double pozitif donem (CD4 ve CDS8 bulunur) denir.
Bu hiicrelere epitelyal retikiiler hiicrelerden MHC-1 ve MHC-II sunulur. Kendi MHC
molekiillerini ve kendi veya yabanci antijenleri taniyan lenfositler hayatta kalirken,
tantyamayanlar apopitozla oOlir. Bu olaya pozitif seleksiyon denir. Kortekste
gerceklesen bu olay sonunda olen hiicreleri makrofajlar fagosite eder. Yasayanlar ise
medullaya gecer. Medullada ikinci bir eleme yapilir. Hiicrelerin kendi MHC

molekiillerince gosterilen kendi antijenlerini tanimasi elenmelerine neden olur. Bu olaya
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negatif seleksiyon denir. Negatif seleksiyondan kurtulan hiicreler CD4 veya CD8 pozitif
hiicrelere farklilagirlar. Bu lenfositler ya CD4 ya da CD8 molekiilii tasidiklarindan
dolay1r bu donem single pozitif donem olarak bilinir. Hayatta kalan immun yetenekli,
self-tolerans gosteren T lenfositin diger lenfoid organlara yolculugu kan dolasimi yolu
ile gerceklesir. Egitimini tamamlamis olgun T lenfositler kan yolu ile tagmarak lenfoid
organlarda belirli alanlarda yogunlasirlar. Bu alanlara timusa bagl alanlar denir. Bunlar
lenf diigtimleri parakorteksi, dalagm periarteriyel lenfoid kilifi ve ince bagirsaklarin

Peyer plaklarmin lenfoid dokusudur (3).

2.2. NECTIN

Cok hiicreli organizmalardaki hiicreler biiytime, farklilagsma, cogalma ve gog¢ gibi cesitli
hiicresel metotlar kullanarak komsu hiicreleri ile birbirlerine tutunur ve hiicrelerarasi
baglantilar olusturur (36-38). Hiicrelerarasi baglantilar olusurken genellikle hiicre
iskeleti elemanlariyla iligki kurulur ve bu hiicreler arasi adezyonlar ile kuvvetlendirilir
(39). Epitelyal hiicreler, hiicre-hiicre arasit adezyon olusumunda 6zel bir membran yapisi
olan siki baglanti tight junctions (TJs), hiicre-hiicre yapistirma baglantis1 adherens
junctions (AJs) ve desmozomlar (DSs) olarak bilinen baglanti komplekslerinden olusur
(40,41). Bu baglant1 kompleksleri tipik olarak ayni1 hizada apikal ve bazalde
bulunurken, DSs bagka bolgelerde de bulunmaktadir (40,42).

Als ile TJs kompleksleri, epitelyal ve endotelyal hiicrelerin apikal kisimlarinda olusan
baglant1 yapilaridir. Bunlar hiicre polaritesi ve paraselliiler gegirgenligin kontroliinde
merkezi bir rol oynar (43). TJs kompleksi, epitelyal hiicrelerin apikal ve bazolateral
plazma membranlar1 arasinda parmaklik gorevi iistlenir ve paraselliiler yoldan gecen su
ve ¢Oziinen maddeleri 6nlemek i¢in bir bariyer olarak gorev yapar (42). Dolayisiyla TJs
kompleksinin 2 Onemli fonksiyonu vardir: Birincisi hiicreler arasindaki bosluklar
boyunca ¢oziilebilir molekiillerin ge¢cmesini saglayan bariyer fonksiyonu, ikincisi ise
apikal bolgeden bazolateral bolgeye yayilan hiicre yiizey proteinleri ve lipidlerini
tutmada bir parmaklik gorevi iistlenme fonksiyonudur (44). TJs kompleksi claudinler,
occludin (40) ve baglant1 adezyon molekiilleri (JAMs) (44) gibi transmembran
tiyelerinden ve ZO-1, ZO-2, ZO-3, cingulin, 7H6, rab3B, rab13, symplekin ve AF-6 gibi
sitoplazmik molekiillerden olusur (43). Claudin, Ca**-bagimsiz hiicre-hiicre adezyon

molekiiliidiir ve 20 iiyeden olusur (39,45). Occludin, TJs kompleksinde bir
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transmembran proteinidir, fakat TJs kompleksi olusumundaki rolii heniiz
saptanamamustir (37,39,40,45). Claudin ve occludin, Z0-1, Z0-2 ve Z0-3 gibi periferal
membran proteinleri vasitasiyla aktin ile iliski icerisindedir. JAMs, Ca**-bagimsiz Ig-
benzeri hiicre adezyon molekiiliidiir ve TJs kompleksi ZO proteinleri ile etkilisim kurar
(45). Ayrica, JAM AlJs kompleksinin apikal tarafinda TJs kompleksinin olusumu i¢in
gerekli olan Par-3, Par-6 ve aPKC’den olusan hiicre kutup kompleksini baglar (44).

TJs kompleksinde ayrica tiimor baskilayici proteinleri ile hiicre kutup proteinleri de
bulunur (45). TJs kompleksi, AJs kompleksinin apikalinde lokalize olmasinda Als
kompleksi anahtar rol oynar. Ayrica hiicre i¢i sinyal molekiilleri, oncoproteinler ve
hiicre yiizey reseptorleri gibi biyolojik olarak aktif molekiillerin etrafinda toplanmasini

saglar (44,45).

AJs kompleksi, TJs kompleksi ve DSs olusumu ve onarmminda, ayrica membran
reseptorleri, sinyal molekiilleri ve oncoproteinler gibi birka¢c biyolojik aktif
molekiillerin konsantrasyonunda anahtar rol oynar (39,45-48). Cadherinlerin her biri
AJs kompleksinde extraselliiler yiizeyde sitoplazmik bolge boyunca Ca*>-bagimli hiicre
iskeleti elemant olan aktin, periferal membran proteinleri olan a-catenin, B-catenin ,y-
catenin, a-aktinin ve vinculin icerir (40,49). a-aktinin ve vinculin ayrica aktin baglayici

(F-aktin) proteinlerdir ve aktin’i a-catenin’e dogrudan baglar (50).

Hiicre-hiicre aras1 baglantilar, hiicre adezyon molekiilleri (CAM) tarafindan olusturulur
(37). Bu hiicreler arasi baglantilarda cadherin siiperailesi anahtar rol oynar (39).
Epitelyal hiicrelerdeki hiicre-hiicre arasi baglantilar AJs kompleksinde cadherin-catenin
ile lokalize olmaktadir (40). Cadherin 80 iiyeden olusan Ca**-bagimli hiicre adezyon
molekiiliidiir (36,37,44,45,51). E-cadherin epitelyal hiicrelerin AJs komplekslerinde
eksprese edilen cadherin ailesi tiyesidir (36,39,52). E-cadherin AJs kompleksinde
lokalize ve a-catenin, P-catenin, o-aktinin ve vinculin igceren periferal membran
proteinleri vasitasiyla hiicre iskeleti elemani olan aktin ile iliskilidir (45,47,50,52). E-
cadherin epitelyal hiicrelerde B-catenin’i dogrudan baglarken, a-catenin ile dolayli bir
etkilesim kurar ve aktin’le iliski icerisindedir (44). Bu iliski AJs kompleksinin hiicre-

hiicre yapigsmasini giiclendirir (45).

Epitelyal hiicrelerin AJs komplekslerinde cadherin-catenin sistemi ile kolokalize ve
daha yiiksek konsantrasyonda bir hiicre-hiicre adezyon sistemi tanimlanmistir (40,53-

55). Bu NAP ad1 verilen adezyon sistemi nectin, afadin ve ponsin’den olusur (40).
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Nectin ve afadin cesitli hiicreleraras: birlesmelerde birbirleriyle isbirligi kurarak ya da
birbirlerinden bagimsiz olarak cadherin’le iligski igerisindedir (39). Bu hiicre-hiicre
adezyon sistemi E-cadherin baglhh AJs kompleksi olusumunda ve epitelyal hiicrelerdeki
claudin-bagh TJs kompleksi olusumunda rol oynar (39,45,56,57). Nectin polioviriis
reseptor-iligkili proteine benzeyen Ca*’-bagimsiz immunoglobulin-benzeri hiicre
adezyon molekiiliidiir (40,58) ve a-herpesviriis giris mediatorii olarak tespit edilmistir
(39,40,51,59,60). Bu molekiil ¢esitli hiicrelerarasi baglantilarin birbirleri ile temasina
katkida bulunur. Bunu cadherin’lerden bagimsiz olarak ya da cadherin’lerin isbirligi ile
gerceklestirir (37,45). Ig-siiperailesinin iiyeleri Ca+2—bag1ms1z CAMs olarak onemli rol
oynamaktadir (37). Ca**-bagimsiz Ig-benzeri bir baska hiicre adezyon molekiilii olan
nectin-benzeri molekiiller (Necls) tanimlanmistir. Necls, Necls-1, Necls-2, Necls-3,
Necls-4 ve Necls-5 olmak iizere 5 iiyeden olusur. Necls, hiicre adezyonunda nectin ile
etkilesim gosterek ya da nectin’lerden bagimsiz olarak hiicre adezyonu, gocii ve
proliferasyonunda rol oynamaktadir. Necls, nectin’e benzer domain yapisma sahiptir
fakat nectin’den farkl olarak afadin ile etkilesim gostermemektedir (37,38,45) (Sekil
2.4). Afadin ise F-actin’i kullanarak nectin’nin sitoplazmik bdolgesine aktin baglar
(39,40). Afadin’in l-afadin ve s-afadin olmak iizere 2 varyansi vardir (40). p205 olarak
adlandirilan l-afadin AJs komplekslerinde AF-6 proteininin lokalize oldugu biiyiik
varyansdir (54,61) ve biitiin dokularda eksprese olur (39,40,50). p190 olarak
adlandirilan s-afadin ise kiiciik varyansdir (54,61) ve daha ¢ok noral dokularda eksprese
olur (40,50,53) (Sekil 2.4). Ponsin ise vinculin’e l-afadin baglayici bir proteindir (51) ve

vinculin vasitasiyla cadherin-catenin’e nectin-afadin’in baglanmasini saglar (40,55).
2.2.1. Nectin’lerin Molekiiler Ozellikleri

Nectin’ler Ca+2—bag1ms1z Ig-benzeri hiicre adezyon molekiili (CAM)’diir ve nectin-1,
nectin-2, nectin-3, nectin-4 olmak {iizere dort iiyeden olusur (37,39,45,50,51,53,56,60).
Nectin-4 hari¢ diger tiim iiyeler, nectin-1la, nectin-1p, nectin-1y, nectin-2a, nectin-20,
nectin3a, nectin-3f ve nectin-3y olmak iizere iki veya li¢ cesit yapiya sahiptir
(39,45,60). Nectin-1y haricindeki diger nectin iiyeleri bir ekstraselliiler bolge ile ii¢ Ig-
benzeri domaine, tek bir transmembran bdlgeye ve son bir sitoplazmik bdlgeye sahiptir

(39.45) (Sekil 2.4).

Nectin-1y transmembran bolgesi eksik bir proteindir (39,45). Nectin-1f3, nectin-1y,

nectin-3y ve nectin-4 haricindeki diger iiyeler karboksil ucunda dort amino asitin
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(Glu/Ala-X-Tyr-Val) bulundugu korunmus motife sahiptir (Sekil 2.4). Bu korunmus
bolge vasitasiyla afadin’in sitoplazmik C ucundaki PDZ domaini ile nectin’in
baglanmas1 saglanir (45,51,53,54) ve ayrica aktin’e nectin’in, nectin’e ise afadin’in
baglanmasini saglar (45). Nectin-4’te bu korunmus motif eksik olmasina ragmen yine

de afadin’in PDZ domainini baglar (45,49,51,61).

Nectin-1a ve nectin-200 PRR-1 ve PRR-2 ad1 verilen polioviriis reseptor iliskili protein
olarak izole edilmesine ragmen sonradan polioviriis reseptor iligkili olmadiklar:
anlagilmistir. Bunlar daha sonra a-herpes viriisii i¢in hiicre-hiicre yayilmasma ve girigini
kolaylastirmak amaciyla reseptor olarak hizmet etmis, bu ylizden sirasiyla HveC ve

HveB olarak yeniden adlandirilmistir (45).

Nectin
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™
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1 L1 467-549
Afadin /
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Sekil 2.4. Nectin, Afadin ve Necls’nin molekiiler yapisi (38,39).

2.2.2. Nectin’lerin Hiicre-Hiicre Adezyon Aktivitesi

Nectin’lerin hiicre-hiicre adezyon aktivitesi Ca**-bagimsizdir (38,39). Her iiyenin hiicre-
hiicre adezyonunda ilk olarak homofilik cis-dimer formu ve daha sonra homofilik ya da
heterofilik frans-dimer formu (trans etkilesimlerde) gerekir (51). Nectinlerin
ekstraselliiler domaini ayni hiicrelerin yiizeyinde ilk olarak cis-dimer forma baglanir ve
daha sonra hiicre-hiicre temaslarinda promotorler Ca-bagimsiz olarak homofilik ya da

heterofilik trans-dimer formu olusturur (38) (Sekil 2.5).
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Nectin aile iiyesinin ¢ogu homo-cis-dimer formdadir. Fakat nectin-2a ve nectin-2y
hetero-cis-dimer formlara da sahiptir. Ayrica, her nectin homo-trans-dimer forma
sahiptir (39). Nectin’in ikinci Ig-benzeri ilmigi cis-dimer olusumu i¢in gereklidir.
Boylece birinci Ig-benzeri ilmik trans-dimer form olusumu icin gerekli iken cis-dimer
form olusumu icin gerekmemektedir. Uciincii Ig-benzeri ilmigin fonksiyonu ise heniiz

bilinmemektedir (39,45).

Hiicre-hiicre yapismasinda heterofilik trans-dimer formun, homofilik frans-dimer
formdan daha giiclii oldugu belirlenmistir. Heterofilik etkilesimler nectin-2-nectin-3,
nectin-1-nectin-3 ve nectin-1-nectin-4 arasinda gerceklesir (38). Nectin-3, nectin-1 ya
da nectin-2’den birisiyle hetero-trans-dimer form olusturdugunda olusan bu hetero-
trans-dimer formu homo-trans-dimer formundan daha giiclii olmaktadir (39). Ayrica
nectin-4 ile nectin-1 hetero-trans-dimer forma sahip iken nectin-1 ve nectin-2 hetero-

trans-dimer forma sahip degildir (39,61).
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Sekil 2.5. A. Nectin’ler, Necls ve viriis arasindaki homofilik ve heterofilik trans-etkilesimler (37). B
Nectin’in hiicreler aras1 adezyon aktivitesi (39).

2.2.3. Nectin’lerin Temel Aktiviteleri

Her nectinin hiicre-hiicre adezyonuna sebep olan ekstraselliiler bolgesinde hetero- trans-
dimer ya da homo-trans-dimer ve bir homo-cis-dimer formu vardir. Ayrica Necl-5 ve
nectin-2 DNAM-1/CD226 ile heterofilik-frans etkilidir ve baska bir Ig-siiperailesi’nin
hiicre adezyon molekiilii olup, insanda dogal 6ldiiriicii hiicrelerde eksprese edilmistir.
DNAM-1 bir ekstraselliiler bolge ile iki Ig-benzeri ilmige, bir transmembran bolge ve
bir sitoplazmik bolgeye sahiptir. Nectin aktin baglayici filament (F-aktin) vasitasiyla
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sitoplazmik son kismi boyunca afadin ile baglanmaktadir. Aktin ile nectin baglanmasi
cadherinlerin o-catenin ve [-catenin kompleksine sitoplazmik kismi boyunca
baglanmasina benzer bir sekilde gerceklesir. Nectin bir hiicre kutup proteini olan Par-
3’e sitoplazmik kismi boyunca baglanmaktadir. Boylece hiicre polarizasyonu ile iligkili
diger hiicre kutup proteinleri olan aPKC ve Par-6 ile kompleks olusturmaktadir. Necls
ve nectinlerin ekstraselliiler bolgeleri boyunca Necls ile heterofilik-trans etkiligimli

olmalaridir (37).
2.2.4. Nectin’in Doku Dagilim

Nectin-1, nectin-2 ve nectin-3 ayni zamanda her yerde bulunabilen epitelyal hiicreler,
noronlar ve fibroblastlar1 iceren cesitli hiicre tiplerinde bulunmaktadir. Nectin-2 ve
nectin-3 cadherinlerin eksprese edilmedigi kan hiicreleri ve spermatidlerde eksprese

edilirken, insanda nectin-4 baslica plasentada eksprese edilmektedir (37,39,45).
2.2.4.1. Epitelyal Hiicrelerdeki Baglanti Kompleksleri Olusumunda Nectin’in Rolii

Nectin-bagli hiicre-hiicre baglantilart hem CAMSs’nin igbirligi ile hem de bunlardan
bagimsiz olarak gerceklesir. Ornegin, nectin-bagl hiicre-hiicre adezyonu néronlarda
sinaptik baglantilar, epitelyal hiicreler ve fibroblastlarda AJs kompleksinin olusumu
cadherin is birligi ile gerceklesir. Ayrica epitelyal hiicrelerde TJs kompleksi olusumu TJ
Ogelerinin isbirligi ile gerceklesir. Her nectinin sitoplazmik kismu afadin ile direkt
etkilesim kurmakta, F-actin ve hiicre kutup proteini Par-3, o-catenin, ZO proteinleri,
annexin II ve IQGAP gibi bir¢ok membran proteini ile indirekt iligki kurmaktadir.
Nectin ile bu proteinlerin etkilisimi AJs ve TJs komplekslerinin olusumu i¢in gereklidir

(51).

Nectin’ler AJs kompleksi olusumu boyunca ya da olusumundan sonra JAMs ile isbirligi
yapar (37,51,62). JAMs’nin bagladig1 hiicre kutup proteinleri (Par-3, Par-6 ve aPKC)
TJs kompleksinin olusumu igin gereklidir. Ornegin, AJs kompleksinin apikal tarafinda
claudin’ler ve occludin’i takip ederek E-cadherin ile isbirligi yapar ve boylece TlJs

kompleksinin olusumuna katilmis olur (51) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. TJs kompleksi olusumunda nectin-bagli sinyal ve Par-3 hareketi. Epitelyal hiicrelerin
olusturdugu baglant1 yapilarinda Par-3 en az 3 bolgede diizenleme gergeklestirir: (1) Par-3 Als
kompleksinin olusumunda nectin ile afadin’in trans-etkilesimini diizenler. (2) Par-3 AJs kompleksinin
olusumunda uyarilmis E-cadherin ile Rac aktivasyonunu diizenler. (3) Par-3 afadin ile isbirligi
olusturarak TJs kompleksinin olusumunda nectin’i diizenler (51).

E-cadherin bagli hiicre-hiicre adezyonu TJs kompleksinin olusumu icin gereklidir. TJs
kompleksi olusumunda, E-cadherin bagli hiicre-hiicre adezyonunun olmadigi
durumlarda, nectin-bagli hiicre-hiicre adezyonunun temel alindig1 gosterilmistir (51).
Ayrica bu Par proteinleri nectin-bagli hiicre-hiicre adezyonunun olusumu icin
gerekmedigi halde, AJs kompleksinin olusumu icin gereklidir. Bu Par proteinleri nectin
ile afadin’in iliskisi i¢in de gereklidir ve bdylece nectin ile Par-3 iliskisi icin afadin

gerekmedigi ortaya ¢ikar (51).

AJs ve TJs komplekslerinin olusumu i¢in nectin afadin iliskisi yeterli degildir. AJs ve
TJs komplekslerinin diizenli olugmas1 icin Par proteinleri ve afadin isbirligi
kurmaktadir. Birde TJs kompleksi olusumu i¢in F-actin baglayict ZO proteinleri
gereklidir. ZO proteinleri claudinler, occludin, JAMs ve aktin ile iligki i¢erisindedir. ZO

proteinleri ayrica afadin vasitasiyla nectin’lerle de iliski kurmaktadir. Bu durumda
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nectinler afadin ve ZO proteinleri vasitasiyla TJs kompleksi ogeleri ile is birligi kurar

(51).

Fare ince bagirsak epitelyum hiicrelerindeki AJs kompleksi yiiksek oranda nectin-1,
nectin-2, nectin-3 ve afadin bulunurken, TJs kompleksi ve DS’larda bulunmamaktadir
(39,53,54). Immunoelektron mikroskobunda cadherin-baglh AlJs komplekslerine
bakildiginda nectin-2’nin var oldugu ve nectin-2’nin altinda yi1gm seklinde F-actin

oldugu gozlenmistir (53).

Epitelyal hiicrelerde nectin-afadin ve E-cadherin-catenin sistemleri fiziksel ve
fonksiyonel olarak iliski kurmaktadir. Bu iliski ilk olarak vahsi-tip Madin Darby Canine
Kidney (MDCK) hiicrelerinde TJs ve Als komplekslerinin olusumu sirasinda nectin-1-
bagl baglantilarda E-cadherin ile afadin’in kolokalizasyonu ve is birliginin yani sira

ekzojen nectin-1 (nectin-1-MDCK) hiicrelerinde eksprese edilmistir. (39,50)

Afadin eksikligi gosteren vahsi-tip farelerin gastrulasyon asamasinda eksiklik, ektoderm
olusumunda diizensizlik, mezoderm go¢iinde zayiflama, somitler, ektoderm ve
mezodermden olusan yapilarin gelisim asamalarinda bozukluk godzlenmistir. Ayrica
afadin yetersizliginden dolayr ektoderm diizensizligi gosteren embriyonik kok
hiicrelerden kistik embriyo cisimleri olusmaktadir. Ektodermdeki afadin yetersizligi
farelerde ve embriyo hiicrelerinde AJs kompleksi olusumunu biiyiik 6l¢ciide bozmustur.
Bu sonuglar dokulardaki hiicreleraras1 baglantilarin olusumunda nectin-afadin

sisteminin Onemli oldugunu gostermektedir (39,40).

Nectin-2 ve E-cadherin’in tek molekiil goriintii analizinde anne-fare tiimor hiicrelerinin
plazma membraninin serbest yiiziinde nectin-2’nin E-cadherin’den daha hizli hareket
ettigi gosterilmistir. Bu sonuglar nectin-afadin ve E-cadherin-catenin sistemlerinin AJs
komplekslerinde ortak bir sekilde organize oldugunu gosterir. Sonug¢ olarak epitelyal
hiicrelerdeki nectin-afadin ve E-cadherin-catenin sistemlerinin molekiiler mekanizmasi,

fibroblastlardaki molekiiler mekanizmaya benzerdir (39).

TJs kompleksi olusumunun, E-cadherin bagli AJs kompleksinin olusumuna bagh
olmasma kanit olarak bu olusumunda nectin-afadin sisteminin bulundugu ©ne
stiriilmektedir (39,63). Nectin-1-MDCK hiicrelerindeki AlJs ve TJs komplekslerinin
olusumunda, afadin ve ZO-1’in lokalize oldugu boélgede claudin, occludin ve JAM yer

alir. Bunlar nectin-1 baglh baglantilarin apikal tarafinda isbirligi icerisindedir. Sonra bu
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yapilar isbirligi olusturarak kendi apikal taraflarina nectin-1 bagl baglantilardan ZO-1
transfer etmektedirler (39,56).

2.2.4.2. Sinaps Olusumunda Nectin’in Rolii

Sinapslarda birbirinden farkli fonksiyonlar1 bulunan 2 tip hiicreleraras1 baglanti
tanimlanmistir. Bunlar synaptic junctions (SJs) ve puncta adherentia junctions (PJs)
kompleksleridir. SJs komplekslerinin nérotransmisyon bolgesinde Ca* kanallar1 ve
kaynagsmis halde sinaptik vezikiiller bulunurken, postsinaptik yogunlukta ise
norotransmitter reseptorler bulunmaktadir. PJs komplekslerinde ise, epitelyal hiicrelerin
AlJs komplekslerine benzer bir yapis1 bulunmaktadir (39,64) ve sinaptik vezikiiller veya
postsinaptik yogunluk ile iliskili degildir, fakat simetrik paramembrandz yogunluga
sahiptir (64). PJs kompleksleri noronal hiicrelerin mekaniksel adezyon bolgelerinde
hareket eder ve SJs kompleksi olusumunda norotransmisyon diizenleyicilerine katilirlar
(38). Bu iki baglant1 kompleksi akson terminalleri ve diger hedef hiicreler arasindaki
mekaniksel adezyonla iligkilidir, fakat molekiil mekanizmalar1 tam olarak

bilinmemektedir (64).

Hipokampiisin CA3 bolgesindeki piramidal hiicrelerin yogun lif terminalleri ve
dendritleri arasindaki sinapslarda SJs ve PJs komplekslerinin her ikisi de yiiksek dl¢iide
gelismistir (Sekil 2.7). Bu baglantilar yetiskinlerde bile beynin gelisimi siiresince aktif-
baglh tarzda yeniden bicimlenmektedir (37,39,64). Baglantilarin bu bdlgede olusumu,
hafiza ve Ogrenmenin baslica mekanizmasi olan sinaptik plastisitede anahtar rol
oynadig1 One siiriilmektedir. Sinapslar ve epitelyal hiicrelerin baglantilar1 arasindaki
molekiiler mekanizmalardaki benzerlikte islev goren noral (N) ve epitelyal (E)
cadherinler olan klasik cadherinler bulunmustur. Bunlar beynin bazi bolgelerindeki SJs
ve PJs komplekslerinin her ikisinde de lokalizedir. Ayrica aN-catenin ve B-cateninler,
cadherin-iligkili proteinler PJs kompleksinde lokalizedir. Ayrica SJs kompleksinde
cadherin-iligkili néronal reseptorler bulunmaktadir. Bu bulgular, sinapslardaki SJs ve
PJs komplekslerinin epitelyal hiicrelerdeki cadherin-bagli hiicre baglantilarina

benzedigini One siirmektedir (64).
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Sekil 2.7. Hipokampiisin CA3 bolgesindeki piramidal hiicre dendritleri ve yogun lif terminalleri
arasindaki sinapslarda, PJs ve SJs komplekslerinin olusumu gosterilmektedir. PJs komplekslerindeki
presinaptik ve postsinaptik bolgede nectin-1 ve nectin-3’tin asimetrik lokalizasyonu gosterilmektedir.
Afadin, N-cadherin ve catenin ise her iki bolgede simetrik olarak yerlesim gostermektedir. SJs
kompleksinde ise presinaptik bolgede sinaptik vezikiiller ile iliski igerisindedir (37,39).

2.2.4.3. Sertoli hiicre-Spermatid Baglantilar1 Olusumunda Nectin’in Rolii

Testisdeki Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleri ile TJs kompleksleri ve tek tabakal
bir epitelyum olusturmaktadir (52,65). Diger taraftan spermatogenik hiicrelerin
spermatogenezis boyunca Sertoli hiicreleri tarafindan gelisimi ve olgunlagmasi saglanir.
Spermiogenezin ikinci yarist boyunca spermatidler Sertoli hiicreleri ile Sertoli hiicre-
spermatid adi verilen hiicreler arasi baglant1 yapilar1 olusturur ve spermatazoa olan
hiicreler serbest birakilir (52). Sertoli-Sertoli hiicre baglantilar AJs kompleksinin yani
sira TJs komplekslerinden olusur ve kan-testis bariyeri (BTB) olarak goérev yapar
(39,52). Testisdeki TJs komplekslerinin 3 fonksiyonu vardir. Birinci fonksiyonu, komsu
hiicreler arasinda coziinen maddelerin paraselliiler yolla hareketini kisitlayarak bir
bariyer olusturmasi ve kompartmentalizasyon saglamasidir. Ikinci fonksiyonu, farkli
protein ve lipid bilesimleri hiicrenin bazolateral ve apikal domainleri arasinda bir sinir
olusturur. Boylece endotelyal ve epitelyal hiicre kutuplagsmasinin olusmasint ve

korunmasini saglar. Bu iki rolii TJ komplekslerinin bariyer ve parmaklik fonksiyonu
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olarak nitelendirilir. Ugiincii fonksiyonu ise BTB ile germ hiicre yiizeyi iizerinde
sistemik sirkiilasyondan belirli antijenleri ayri1 tutarak immiinolojik bir bariyer

olusturmasidir (65).

Sertoli-Sertoli hiicre baglantilarn yan1 sira Sertoli hiicre-spermatid baglantilarin
olusumunun molekiiler mekanizmas1 tam olarak agiklanmamistir. AJs komplekslerinde
cadherin-cathenin sisteminin varligr aciklanmis olmasma ragmen Sertoli hiicre-
spermatid baglantilardaki varligi heniiz tam bir netlik kazanmamistir (52,65). Fakat
yapilan son caligmalarda Sertoli hiicre-spermatid baglantilarinda cadherin-cathenin
sisteminin lokalize oldugu 6ne siiriilmektedir (65). Claudin-11, occludin, N-cadherin ve
nectin-2 Sertoli-Sertoli hiicre baglantilarinda bulunmaktadir (52,65). Sertoli hiicre-
spermatid baglantilarin altinda F-actin, nectin-2, nectin-3 ve afadinin kolokalize oldugu
gosterilmistir. Nectin-2 Sertoli hiicrelerinde, nectin-3 spermatidlerde ©zel olarak
yerlesim gosterir. Sertoli hiicresindeki nectin-2 ve spermatidlerdeki nectin-3 arasinda
hetero-frans-dimer olusumunun bulundugu one siiriilmektedir. Nectin-bagli yapistirici
membran mikrodomainleri Sertoli-spermatid baglantilarinda her F-actin yigmi ile bire

bir baglandigin1 géstermektedir (39) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. A. Testisin seminifer epitelyumundaki Sertoli hiicre-Sertoli hiicre ve Sertoli hiicre-spermatid
baglantilar1. Sertoli hiicre-spermatid baglantisindaki spermatid basini paralel dairelerle saran yigin
seklindeki F-actin. B. Sertoli hiicre-spermatid baglantisindaki Sertoli hiicresindeki nectin-2 ve
spermatiddeki nectin-3 yapilarinin hetero-frans-dimer olusumu. Nectin-bagli yapistirict membran
domainleri her F-actin bandu ile bire bir baglanmakta (39).



3.GEREC VE YONTEM

3.1. EMBRiYOLARIN VE DOKULARIN ELDESI

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen 24 adet Wistar albino tiirii disi siganlar kullamilmistir. Kafesler
icinde tutulan sicanlara giiniin normal diizeninde 21 °C ve 12 saatlik aydmlik/karanlik
ortamimda su ve besin ihtiyaclar1 saglanmistir. 150-250 gr agirhigindaki 4-10 aylik
disiler dollenme yetenegi olan erkeklerle bir kafese konulmadan Once vajinal smear
almarak estrus siklusuna bakild1 ve estrus ve proestrus periyodundaki disiler bir gece
boyunca (saat 17.00 ile 9.00 aras1) erkek sican ile aymi kafeste tutulmustur. Ertesi giin,
vaginal plak belirlenen fareler 0,5 giinliik gebe olarak kabul edildi ve ayr1 bir kafese
almip normal diyet ile beslendi. Gebe sicanlar ketamin anestezi altinda dekapite
edilerek gebeliklerinin 14, 16, 18 ve 20. giinlerde fetusler ¢ikarildi. Tiim prosediirler
etik kurallara uygun bir sekilde gerceklestirilmistir.

Hayatlarma son verilen gebe sicanlardan alinan fetuslar %4’liik formaldehit, Bouin ve
%4’ liik paraformaldehit solusyonlarinda tespit edildi. Tespit soliisyonlarinda 12’°ser saat
bekleyen fetuslar asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmis olan doku hazirlama

metodu ile bloklanmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Isik mikroskobu doku hazirlama teknigi.

Sira | Yapilan islem Siire

1 Musluk suyu 1 gece

2 %50 Alkol 1 saat

3 %70 Alkol 1 saat

4 % 80 Alkol 1 saat

5 %96 Alkol 1 saat

6 Absolii Alkol 1 saat

7 Absolii Alkol 1 saat

8 Absolii Alkol 1 saat

9 %50 Ksilen- Alkol 10 dakika
10 %70 Ksilen-Alkol 10 dakika
11 Ksilen 20 dakika
12 Ksilen 20 dakika
13 Ksilen 20 dakika
14 Eriyik parafin 1 gece

15 Bloklama

Bir gece akan musluk suyunda birakilan fetuslar artan alkol serilerinden gecirilerek
sudan kurtarildi, ksilol ile seffaflandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandu.
Alman 5 pm’luk kesitler polilizin kapli lamlara yayildi. Hazirlanan lamlar standart
histolojik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi ve dereceli alkol
serilerinden gegirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiyr gormek amaciyla kesitler
hematoksilen-eozin (H+E) (Tablo 3.2) ile boyanarak dnce artan alkol serilerinden daha

sonra ksilolden gegirilerek incelendi.
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Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin boyama teknigi.

Sira Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 1 saat

2 Ksilen I 20 dakika
3 Kisilen IT 20 dakika
4 Kisilen ITT 20 dakika
5 Absolu Alkol I 20 dakika
6 Absolu Alkol II 20 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika
8 %80 Alkol 20 dakika
9 %70 Alkol 20 dakika
10 %50 Alkol 20 dakika
11 Akarsu 5 dakika
12 Hematoksilen 5-8 dakika
13 Akarsu 5 dakika
14 Eozin 3-5 dakika
15 Akarsu 5 dakika
16 %50 Alkol 10 dakika
17 %70 Alkol 10 dakika
18 %80 Alkol 10 dakika
19 %96 Alkol 10 dakika
20 Absolu Alkol I 10 dakika
21 Absolu Alkol II 10 dakika
22 Ksilen I 20 dakika
23 Kisilen IT 20 dakika
24 Kapatma
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3.2. IMMUNOHISTOKIMYA UYGULAMA

Deneydeki fetuslara ait timus dokularinda nectin-2 molekiiliinii belirlemek icin avidin-
biotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimya uygulandi. Bir gece 60°C’de tutulan
once ksilen sonra dereceli alkol serilerinden gecirilerek rehidrate edilen kesitler daha
sonra fosfat tampon (PBS) ile 3 defa 5’er dakika yikandi. Daha sonra antijen geri
kazanimi i¢in %S5’lik sitrat tamponu ile mikrodalga firmda 600W’de 3X5 defa
kaynatilan kesitler 20 dakika oda 1sisinda ayni tampon soliisyon i¢inde bekletildi. PBS
ile tekrar yikanan kesitler endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in 5 dakika %3
hidrojen peroksit (H,O) ile muamele edildi. Bundan sonraki asamalar i¢in ABC
staining system (Santa Cruz, sc-2023) boyama kiti kullanildi. Tekrar PBS ile yikanan
kesitlere antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasimi saglamak i¢in oda
sicakhiginda 20 dakika Blok serum uygulandi. Hemen ardindan kesitler fare dokularia
ozgiillik gosteren ke¢i poliklonal birincil antikoru nectin-2 ile 1 gece +4°C’de
bekledikten sonra 20 dakika inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak, birincil antikor yerine
PBS kullanildi. Yikama isleminden sonra kesitler fare dokularina baglanabilen biotin-
sekonder antikor ile 30 dakika inkiibe edildi ve ardindan yikama islemi tekrarlandi.
Daha sonra AB enzim ayraci ile 30 dakika muamele edilen kesitler yikanarak
immunreaktiviteleri goriiniir hale getirmek icin diaminobenzidin (DAB) 6zelligi
gosteren kitteki peroksidaz substrat ile 1-10 dakika muamele edildikten sonra 5 dakika
deiyoinze H,O ile yikandi. Gill hematoksilen ile karsit boyanan kesitler birka¢ kez
deiyoinze H,O ile yikandi. Son olarak artan alkol serileri ile suyu uzaklastirilarak
ksilenden gecirilen kesitler kapatma ortami (Entellan®, Merck) ile kapatilarak 1sik
mikroskobunda incelendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrimntili olarak verilmistir
(Tablo 3.3). Immun reaktivite agisindan boyanan sigan fetusuna ait timus dokularinin
degerlendirilmesi iki uzman histolog tarafindan yapildi.immunohistokimya uygulanan
kesitlerdeki nectin-2 ekspresyonu goriilmeyen negatif (-), zayif reaksiyon (4), orta

yogunlukta reaksiyon (++) ve ¢cok yogun reaksiyon (+++) olarak degerlendirildi.



Tablo3.3. immiinohistokimya boyama teknigi.
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Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 1 saat 18 PBS 3x5 dk
2| e | raan |
3 Ksilen 11 5 dakika 20 PBS 3x5 dk
4 Ksilen III 5 dakika 21 DAB kromojen 3-5 dk
5 Absolii Alkol 10 dk 22 Distile su Yika
6 %96 Alkol 10 dk 23 Hematoksilen 3-4 dk
7 % 80 Alkol 10 dk 24 Musluk suyu Sdk
8 %70 Alkol 10 dk 25 Distile su Yika
9 Distile Su 3 kez yika 26 %70 Alkol 5dk
10 %S5 Sitrat Buffer 10-20 dk 27 %80 Alkol 5dk
11 PBS 2x5 dk 28 %96 Alkol 5dk
12 %3 H202 5dk 29 Absolii Alkol 5dk
13 PBS 3x5 dk 30 Ksilen I 5dk
14 Normal Serum 20 dk 31 Kisilen IT 5dk
15 Primer Antikor | Dirgece +4°C | 5, Ksilen I1I 5 dk
16 PBS 3x5 dk 33 Kapatma
17 Sekonder Antikor 30 dk




4. BULGULAR

Ondort giinliik sican fetus kesitlerindeki timus her iki boyama yonteminde de solit hiicre
kitlesi seklinde izlendi ve distan bir bag dokusu kapsiilii ile ¢evrelendigi gozlendi. Bu
gruba ait timus kesitlerinde lobulasyon gozlenmedi. Ayrica korteks ve medulla ayrimi
da yoktu. Timus taslagini olusturan farklilasmis epitelyal hiicreler ve lenfoblastlarin
asidofilik sitoplazmasi, bazofilik cekirdekleri belirgin bir sekilde gozlendi (Sekil 4.1).
Bu dénemdeki immunohistokimya uygulanan timus stromasinda nectin-2 ekspresyonu

orta yogunlukta reaksiyon (++) gosterdi (Sekil 4.2).

Onalt1 giinliik sican fetus kesitlerinde timusun bag dokusuyla ¢evrelendigi, septalarin
lob ve lobiilleri olusturmaya basladig1 gozlendi. Bu gruba ait timus kesitlerinde korteks
ve medulla ayrimi yapilmaktaydi. Ayrica kortekste bulunan timositlerin medulladaki
timositlere gore bazofilik karakterinin artrms oldugu goézlendi (Sekil 4.3).
Immunohistokimya uygulanan kesitlerde timus stromasi, 14 giinliik timus stromasina

kiyasla nectin-2 ekspresyonu daha zayif reaksiyon (+) gosterdi (Sekil 4.4-5).

Onsekiz giinliik sican fetus kesitlerinde bag dokusu kapsiiliiniin nispeten kalinlagmis
oldugu ve septumlarin timusu lob ve lobiillere ayirdigi gozlendi. Gelisimin ileri
sathasinda olmasindan dolayr kortekste yer alan timositlerin bazofilik karakterinin ve
mitotik aktivitesinin artmasiyla dokudaki korteks ve medulla ayrimi daha belirgindi.
Hematoksilen-eozin boyanmis kesitlerde medulladaki timositlerin genis hacimli olmas1

nedeniyle medulla korteksten daha acgik renkte olmasiyla ayirt edildi (Sekil 4.6). Bu
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gruba ait immunohistokimya uygulanan kesitlerde timus stromasinda nectin-2

ekspresyonu zayif reaksiyon (4+) gostermistir (Sekil 4.7-8).

Yirmi giinliik sican fetus kesitlerinde kapsiilden organin i¢ine giren bag dokusu artigi
mevcuttu. Korteks ve medulla ayrimi belirgindi. Ayrica kortekste yer alan timositlerin
birbirlerine daha yakin oldugu ve cekirdeklerinin kromatin yogunlugundan dolay1 koyu
boyanmis oldugu gozlendi. Lobiillerin medullasindaki timositlerin azlhi§1 sebebiyle
epitelyal retikiiler hiicreleri rahatlikla secilebilmekteydi. Bu epitelyal retikiiler hiicreleri
arasinda az sayida timositlere rastlandi (Sekil 4.9). Bu dénemdeki immunohistokimya
uygulanan kesitlerde nectin-2 ekspresyonu orta yogunlukta reaksiyon (++) gosterdi
(Sekil 4.10-11). Immunohistokimya uygulanan kesitlerde negatif kontrol olarak, birincil
antikor yerine PBS kullanilmistir (Sekil 4.12).



Sekil 4.1. 14 giinliik sican timus goriintiisii (H+E, X40).

200 pm

Sekil 4.2. 14 giinliik sican timusunda nectin-2 ekspresyonu (siyah ok) (immunperoksidaz, X40).
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Sekil 4.3. 16 giinliik sican timus goriintiisii (H+E, X10).

Z00 pm

Sekil 4.4. 16 giinliik sican timusunda nectin-2 ekspresyonu (siyah ok) (immunperoksidaz, X20).
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Sekil 4.5. 16 giinliik sican timusunda nectin-2 ekspresyonu (Immunperoksidaz, X40).

o e gb L B

Sekil 4.6. 18 giinliik sican timus lobiil (L), septa (S) ve bag dokusu kapsiilii (ok) gortintiisii (H+E, X10).
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Sekil 4.7. 18 giinliik sican timusunda nectin-2 ekspresyonu (Immunperoksidaz, X10).
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Sekil 4.9. 20 giinliik sican timus korteks(K) ve medulla(M) gortintiisii (H+E, X10).

Sekil 4.10. 20 giinliik sican timusunda nectin-2 ekspresyonu (siyah ok) (Immunperoksidaz, X20).
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Sekil 4.11. 20 giinliik sican timusunda nectin-2 ekspresyonu (Immunperoksidaz, X40).

Sekil 4.12. 20 giinliik sican timusu negatif kontrol (immunperoksidaz, X10).



S.TARTISMA VE SONUC

Endotelyal hiicrelerle lokositler arasinda adheziv etkilesimi saglayan bir grup hiicre
yiizey molekiiliiniin 1980’lerin ortalarindan itibaren molekiiler olarak saptanmasi,
adezyon molekiilleri ile ilgili bilgilerimizin hizla artmasma neden olmustur. Daha
sonraki yillarda adezyon molekiillerinin, histogenez, embriyogenez, hiicre biiyiimesi,
hiicre farklilagsmasi ve inflamasyon gibi olgularm diizenlenmesinde gorev aldiklari

belirlenmistir (66).

Hiicre adezyon molekiilleri degisik patolojik durumlarda da 6nemli rol oynamaktadir.
Adezyon molekiillerinin potansiyel klinik ve terapotik kullanimlarini daha iyi
degerlendirebilmek i¢in yeni caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Her iki alandaki bu
caligma sonuglari, adezyon molekiillerinin terapétik hedefleri konusunda bilgilerimizi

artiracaktir (67).

Adezyon molekiillerinden olan nectin ailesinin hiicre adezyonundaki rolii merak konusu
olmus ve bunun lizerine ¢esitli caligmalar yapilmistir. Mizoguchi ve arkadaglar1 (64)
yetiskin sican hipokampiisiinin CA3 bdlgesinde nectin-1, nectin-2, nectin-3
lokalizasyonunu incelemistir. Nectin-1 ekspresyonu, CA3 bolgesindeki stratum
lucidumda piramidal hiicrelerin dendritik gdvdesinde yogun yassi diskler ve nokta
seklinde ayrica strata radiatum ve orienste orta yogunlukta ¢ok kiiciik nokta seklinde
gozlenmistir. Nectin-3 ekspresyonu stratum lucidumda yassi diskler, stratum
radiatumda ve orienste kiigiik noktalar ve genis cizgisel bir goriintii ile gosterilerek

belirlenmistir. Sonu¢ olarak nectin-1 ve nectin-3 sinapslardaki puncta adherentia
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baglantilarin presinaptik ve postsinaptik bolgelerinde asimetrik olarak lokalize oldugu
ortaya cikarilmis ve bu durumda sinapslarin olusumunda nectin-afadin sisteminin
onemli bir rol oynadigi kanitlanmustir. Nectin-2 ekspresyonu CA3 bolgesinde
bulunmamaktadir (64). Baska bir calismada ise nectin-4’iin fare beyninde eksprese

oldugu gosterilmistir (61).

Ozaki-Kuroda ve arkadaslar1 (68) nectin-2" farelerinde yaptiklar1 bir ¢alismayla erkege
0zgii infertilite, sperm gelisim basamaklarinda bozukluk, anormal mitokondri dagilimi
ve cekirdek bigiminin bozuldugunu bildirmislerdir (68,69). Bu durumda Sertoli hiicre-
spermatid baglantilarinda nectin-afadin sisteminin genis bir yer aldigini, Sertoli-Sertoli
hiicre baglantilarinin ise bir ¢ok hiicreleraras1 adezyon sisteminin isbirligi vasitasiyla
olustugu anlasilmaktadir (39). Boylece nectin-2’nin  Sertoli hiicre-spermatid
baglantilarmin olusumu ve bakim i¢in temel bir faktor oldugu anlasiimaktadir (52). Ek
olarak nectin-2” fare spermatozoalarmm zona pellucidaya baglanmasi ve oosit

penetrasyonunda da bozukluk oldugu gozlenmistir (70).

Bir bagka calismada ise nectin-3" fare testisinde Sertoli hiicre-spermatid baglantilarinda
bulunan nectin-2 eksikligine bakildiginda nectin-3 ekspresyonu goézlenmemistir. Sertoli
hiicre-spermatid baglantilarinda nectin-2 ekspresyonu gozlenmezken, Sertoli-Sertoli
hiicre  baglantilarinda  goriilmektedir. Bu  sonuclar  Sertoli  hiicre-spermatid
baglantilarinda nectin-2’nin lokalizasyonu icin nectin-3’iin var olmasi gerektigini
gosterirken, Sertoli-Sertoli hiicre baglantisinda bdyle bir durum soz konusu degildir

(52).

Inagaki ve arkadaslar1 (71) yetiskin vahsi-tip farelerin siliyer cisimlerinde nectin-1 ve
nectin-3 lokalizasyonu incelenmistir. Nectin-1 ekspresyonunun, siliyer epitelin
pigmentli ve pigmentsiz hiicre tabakalar1 temas bolgelerinde ve ZO-1 ile kolokalize
oldugu gozlenmistir. Nectin-3 ve afadin ekspresyonu nectin-1, ZO-1 ve P-cadherin ile
kolokalizedir. Nectin-2 ekspresyonu nectin-1, nectin-3, afadin, ZO-1 ve P-cadherin
ekspresyonundan daha yogun gozlenmistir. Nectin-2 ekspresyonu apikolateral
baglantilarin apikal tarafinda daha yogun gozlenirken, apeks-apeks baglant1 girisinde
bulunmamaktadir. Boylece siliyer epitelin pigmentli ve pigmentsiz hiicre tabakalari
arasindaki apeks-apeks baglant1 adezyonuna nectin-1 ve nectin-3 katilirken, nectin-

2’nin katilmadig1 anlasilmaktadir (71).
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Nectin’in farkli dokulardaki ekspresyonu ile ilgili ¢aligmalar bildirilmistir ancak timus
gelisiminde nectin ekspresyonu ile ilgili caligma bulunmamaktadir. Timus taslagini
olusturan hiicreler ile T hiicrelerinin farklilagsmas1 ve ¢ogalmasi sirasinda meydana
gelen etkilesimlerde rol oynayan faktorlerin belirlenmesi lizerine cesitli caligmalar

bulunmaktadir.

Timik mikrogevre sitokinler, timik hormonlar ve biiylime faktorleri gibi c¢oziilebilir
faktorleri salgilar, T hiicrelerin farklilasma ve ¢ogalmasinda gerekli oldugu bilinen,
MHC Tip I ve II yapilar1i T hiicre repertuar1 ve ekstraselliiler matriks iiyelerinin
sekillenmesinde gereklidir, bunlar hiicre-hiicre etkilesimine dogrudan aracilik yaparak

katkida bulunur (72).

Antijen bagimli ve antijen bagimsiz T lenfositlerin gelisimi ve islevi sirasinda 6nemli
hiicre-hiicre etkilesimler meydana gelir. T lenfositler ile diger hiicre tiplerinin
etkilesiminde adezyon molekiilleri onemlidir. Timusun nonlenfoid bilesenleri sinyal
salgilar ve bunlar T lenfositlerin farklilasmas: ve ¢ogalmasinda onemli bir rol oynar.
Bunlar timik hormonlarin yami swra interlokinler ve koloni-uyarict faktor gibi
sitokinlerdir. T lenfositlerin farklilagsma asamalarinda bu sitokinlerin rolii oldugu 6ne

stiriilmiistiir (73).

Lokositlerin damarlardan ge¢gmesinde baslica CD44 ve selektinler rol oynarken,
integrinlerin rolii tam olarak netlik kazanmamistir. Kemokinler ise olgun hiicrelerin
olugmasi, timik hiicrelerin diger dokulara gocii, timus i¢cindeki T hiicre gocii ve gelisimi
sirasinda Onemli rol oynar. Kemokinler ayrica timus i¢indeki projenitdr hiicrelerin
gociinde de rol oynamaktadir (74). Kemokinlerden CXCL12 6zellikle kapsiil alt1 ve
medullar bolgedeki timik epitelyal hiicreler tarafindan salgilanir ve olgunlagsmamis
CD4 CDS8 ve CD4" CD8" hiicrelerini etkilemektedir. CXCR4 6zel reseptorii bashca
timosit gelisim asamalarinda eksprese edilir ve CXCL12 ile kapsiil alt1 ve kortiko-
medullar bolgede etkilesim gosterdigi goriilmiistiir. Timik epitelyal hiicreler olgun insan
TCRoB" timositlerin lokalizasyonunda ve gociinde, TCRy3" veya kendi reseptorleri
tizerinden dogal 6ldiiriicii hiicrelerde CCL4, CCL11, CCL19, CCL21, CCL22, CXCL9,
CXCL10 ve CXCL11 gibi kemokinleri iiretmektedirler (75).

Timik epitelyal hiicre kiiltiirii tizerine yapilan bir ¢aligmada bu hiicrelerin laminin,

fibronektin ve Tip IV kollajen iirettigi gosterilmistir. Timik mikrogevre hiicreleri
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tarafindan iiretilen timositlerin ekstraselliller matriks etkilesiminde, gociinde ve

apoptozisinde yer alan galectin-1, galectin-3 ve galectin-9 tanimlanmustir (75).

Timus ve adezyon molekiilleri lizerine yapilan bir calismada, insan timusundaki E-
cadherin ekspresyonu incelenmistir. Timik hiicrelerin ¢ogalmasi sirasinda gelisen timik
epitelyal hiicreler ile CD103" timositler arasindaki E-cadherin bagl etkilesim ele
alimmustir. Klasik Tip I cadherinler E-, N- ve P-cadherin’dir ve bunlar homofilik
etkilesim yapmaktadir. Fakat E-cadherin ile integrin ag(CD103)B;‘nin heterofilik
etkilesim yaptig1 belirlenmistir. Integrin og-B; deri ve bagirsaklarin, intraepitelyal T
lenfositler iizerinde eksprese edilmistir. Fakat periferik kan lenfositlerinde ve timusta
gelisen T hiicrelerinde ¢ok az bir yiizde olarak bulunmaktadir. Yapilan flowsitometri
analizi sonucunda, DN CD4 CDS8 alt populasyonlarinda ve olgun SP CD8"
timositlerinde CD103 E-cadherin ligandinin bulundugu anlagilmistir. immunofloresan
uygulama sonucunda medullar epitelyal retikiiler hiicrelerde giiclii E-cadherin
ekspresyonu goriilmiistiir. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda cadherin-catenin kompleksi
olusturmak icin gerekli olan catenin’ler eksprese edilmistir. Insan timositlerinde
homofilik etkilesimler meydana gelmediginden E-cadherin eksprese edilmemistir.
Fakat E-cadherin ergin farelerin timositlerinde goriilmezken, embriyonik doneminin 14-
18 giinleri arasinda timositler ve epitelyal retikiiler hiicrelerde eksprese edildigi

gozlenmistir (76).

Calismamizda 14 giinliik fetus timusu stromasinda, 20 giinliik fetus timusunun korteks
ve medullasinda nectin-2 ekspresyonu orta yogunlukta reaksiyon gostermistir. On alt1
giinlik sican fetus timusu medullasinda nectin-2 ekspresyonu zayif reaksiyon
gostermistir. On sekiz giinliik fetus kesitinde ¢evre dokularda nectin-2 ekspresyonu orta
yogunlukta reaksiyon gosterirken, timus stromasinda nectin-2 ekspresyonu zayif
reaksiyon gostermistir. Bu ekspresyon paterni bize timopoezis sirasinda nectin-2’nin
ozelikle gelisimin erken ve ge¢c donemlerinde daha etkili bir rol oyandigm

diistindiirmektedir.

Timus organogenezi, noroektoderm-kokenli noral krest mezenkimi, endoderm-kdkenli
epitelyum ve mezoderm kokenli hemapoetik hiicreler olmak iizere tic embriyonik germ
tabakasinin hiicreleri arasidaki etkilesime baghdir. Birkag caligma gelisen timositler ve

timik mikrogevre arasindaki etkilesimin sadece T  hiicrelerin  gelisiminin
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diizenlenmesinde degil, ayrica korteks ve medulladaki olgun timik epitelyal

mikrogevrelerin bakimi ve olusumu icinde gerekli oldugunu 6ne siirmektedir (77,78).

Yapilan bir caligmada sican fetus timusu gebeligin 16, 18 ve 20. giinlerinde
incelenmistir (77). Gebeligin 16. giiniinde fetus timusunun doku kapsiilii ile
cevrelendigi ve lobulasyonun olmadigi gozlenmistir. Gebeligin 18. giiniinde doku
kapsiiliiniin olusturdugu septanin dokuyu tam olmayan lobiillere ayirdigi, o6zellikle
kortekste mitozun yogun oldugu ve medullada birkac epitelyal retikiiler hiicre
gozlenmistir. Gebeligin 20. giiniinde lobulasyon belirgin olarak gozlenmis ve epitelyal

retikiiler hiicreler medullada acik bir sekilde aywrt edilmistir (77).

Calismamizda da 14 giinliik fetus timus dokusu distan bir bag dokusu kapsiilii ile
cevrelendigi gozlendi. Fakat lobulasyon goriilmedi. Gebeligin 16. giiniinde fetus
timusunun bag dokusu kapsiilii ile ¢evrili oldugu ve lobulasyonun olugsmaya basladigi
fark edildi. Gebeligin 18. giiniinde bag dokusu kapsiiliiniin nispeten kalinlagmis oldugu
ve septalarin timusu lob ve lobiillere ayirdigi gozlendi. Gelisimin ileri safhasinda
olmasindan dolay1 kortekste yer alan timositlerin bazofilik karakterinin ve mitotik
aktivitesinin artmastyla dokudaki korteks ve medulla ayrimi daha belirgindi. Gebeligin
20. giiniinde kapsiilden organin icine giren bag dokusu artis1 mevcuttu. Korteks ve

medullada yer alan epitelyal retikiiler hiicreler kolayca ayirt edilebiliyordu.

Nectin ekspresyonu iizerine yapilan ¢alismalarda, dokudaki baglant1 kompleksleri olan
AlJs, TJs ve DSs’larda nectin’in hiicre adezyon molekiilii olarak gorev yaptigi
anlasilmaktadir. Bu durumda nectin-2 ekspresyonu dokunun stromasinit olusturan
hiicrelerin bu baglant1 komplekslerinden AJs kompleksini bulundurmamasindan, Tip III
ve Tip IV epitelyal retikiiler hiicrelerin birbirleri arasinda, kan-timus bariyeri olusumuna
katilan Tip I epitelyal retikiiler hiicrelerin olusturdugu TJs komplekslerini
bulundurmasindan, Tip II ve Tip V epitelyal retikiiler hiicreler arasinda yer alan DSs’1
icermesinden dolay1 nectin-2 ekspresyonunun timusun farkli gelisim evrelerinde farkli
reaksiyonda gozlendigi sonucuna varilabilir. Sonug¢larimizin immunoelektron,
immunofloresan, western-blott ve PCR gibi yoOntemler ile daha detayl diizeyde

arastirilmasi gerekmektedir.
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