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Deksametazon uygulanmig Balb/c fare timuslarinda glikozilasyon
degisikliklerinin lektin blotting yontemi ile belirlenmesi

Determination of glycosylation changes in thymus of dexamethasone-treated Balb/c
mice by lectin blotting method
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Ozet

Amag:intratimik gelisim sirasinda kemik iligi kaynakl immatiir timositler dogru fenotipik ve fonksiyonel
dzelliklerini kazanmak igin bir dizi seleksiyon ve farklilasma siirecine girerler. immatiir timositlerin fonksiyonel
olabilmesi buyuk 6lcide hilicre yuzey glikoproteinlerinin glikozilasyon degisimlerine baglidir. Bu ¢alismanin
oncelikli amaci, deksametazonun timik glikan profili izerine etkisini arastirmaktir.

Geregve Yontem: Calisma 65 adet 8 haftalik erkek Balb/cturti fare ile gerceklestirildi. Deksametazon uygulanmig
grup ile kontrol grubu farelerden elde edilen timik proteinlerin glikan profilleri farkl glikanlara spesifite gosteren
farkli bitki lektinleri (Maackia amurensis agglutinin, Sambucus nigra agglutinin, peanut agglutinin, concanavalin
A ve wheat germ agglutinin) kullanilarak lektin blotting yéontemiyle karsilastiriimistir.

Bulgular: Lektin blotting ¢alismalari deksametazon uygulamasi ile Maackia amurensis agglutinin, Sambucus
nigra agglutinin, peanut agglutinin reaktivitelerinin genel olarak azaldigini, concanavalin A ve wheat germ
agglutinin reaktivitelerinin ise artis gdsterdigini ortaya koymustur.

Sonug:Bu bulgular, deksametazonun timik dokularda glikozilasyon maotiflerinin degisimi agisindan énemli bir
faktor olabilecegini ortaya koymustur.
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Abstract

Purpose: During the intrathymic development, bone marrow derived immature thymocytes undergo a series of
selection and differentiation processes for their proper phenotypical and functional characteristics. The functional
fate of immature thymocytes depends largely on the glycosylation changes in cell surface glycoproteins. The
primary goal of this study is to examine the effects of dexamethasone upon the thymic glycan profile.
Meterials and Methods: The study was carried out with 8-week old 65 Balb/c mice. The glycan profiles of thymic
proteins from dexamethasone-treated group and control mice were compared by lectin blotting using different
specific plant lectins including Maackia amurensis agglutinin, Sambucus nigra agglutinin, peanut agglutinin,
concanavalin A and wheat germ agglutinin.

Results: Lectin blotting studies revealed that the Maackia amurensis agglutinin, Sambucus nigra agglutinin
and peanut agglutinin reactivities were loosely decreased upon the dexamethasone treatment. However,
dexamethasone administration increased the binding affinity to concanavalin A and wheat germ agglutinin
lectins.

Conclusion: These results suggest that dexamethasone is a potent factor for the alteration of glycosylation
motifs in thymic tissue.
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Giris

Olgunlagsmamis timositlerin yabanci uyarilara
yanit verebilme yetenegine sahip T hicrelerine
doénlisimi bir dizi farklilasma ve segilim
sureclerine gereksinim duyar. Bu sUreclerdeki
en Onemli olay, timositlerin glikozilasyon
iceriklerinde gorulen degisikliklerdir [1, 2]. Hlcre
yuzey glukokonjugatlarinin yapisinda yer alan
karbohidrat molekdlleri, 6zellikle negatif yukli
bir ug seker ailesi olan sialik asitler, hiicre-hticre
ve hucre-ekstrasellller matriks etkilesimlerinde
tanima molekulleri olarak  dnemli roller
icermektedir [3-5]. intratimik gelisim sirasinda
hicre ylzey glikan motiflerinin  sializasyon
bicimleri timosit-lenfoid stroma etkilesimlerinin
dizenlenmesi acgisindan son derece Onemli
olmaktadir [6]. Onceki galismalarda intratimik
gelisim sirasinda glikozilasyon yapisindaki
degisiklikler, karbohidrata 6zgulligu gdsteren
bdlgeler iceren proteinler olan ve glikobiyoloji
g¢alismalarinda yogun bir bigimde kullanilan
lektinler aracihigi ile ortaya konmustur [6-9].

Glukokortikoidlerin guglt anti-inflamatuvar
etkileri oldugu bilinmesine [10] karsin hicresel
farklilagsma sureglerinin yogun olarak yasandigi
timusta timosit glikozilasyonu Uzerine etkileri
konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu
calisma T hlcresi gelisimi sirasinda eksojen
bir kortikosteroid olan deksametazonun timik
mikrogevredeki glikozilasyon degisikliklerine
etkisini degerlendirmek tzerine kurulmustur.

Gereg ve Yontem

Bu calismadaki tim deneyler Celal Bayar
Universitesi Tip Fakuiltesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulunun onayi dogrultusunda gergeklestirildi.
Sekiz haftallk 65 erkek Balb/c turl fare 22
°C sabit sicakli ve 12 saat aydinhk/karanlik
periyotlarinda sinirsiz yem ve kaynatiimis
musluk suyu ile barindirildi. Deksametazon
35 hayvana tek doz 7.5 mg/kg olacak sekilde
intraperitonal olarak verildi. Kontrol amaclh
olarak 30 hayvan ayni oranda %0.9’luk NaCl
izotonik aldi. Uygulamadan 24 saat sonra
fareler servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek
timUs dokulari hizli bicimde ¢ikartildi.

Protein Elektroforezi: Sodyum dodesil sulfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) igin
protein orneklerini hazirlamak amaciyla timik
dokular RIPA tamponunda (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, ABD) parcalandi ve mekanik olarak
homojenize edildi. Fenil metil sulfonil florit
(PMSF) ve proteaz inhibitdor kokteyl (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ile inklibe edilen
ornekler iki kez +4 °C’de 20 dakika 8000xg’'de
santrifijlendi. ikinci santrifijlemenin ardindan
timik proteinleri iceren sUpernatanlar 20 ul'lik
hacimlerde toplandi ve bikinkoninikasit (BCA)
kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA,
ABD) kullanilarak protein yogunluklari olgulda.
Poliakrilamid jele ytklenen 30 ug'lik protein
ornekleri standart prosedure [11] uygun olarak
ayristiniidi.

Lektin Blotting: SDS-PAGE sonrasi
jeller poliviniliden florit (PVDF) membranlara
aktarildi [12]. Ardindan membranlar bloklama
tamponunda [%5 (agirhik/hacim) non-fat dried
milk, tris buffered saline (TBS)/%0.05 Tween 20
(TBS-T), pH 7.6 (%0.1 hacim/hacim)] 37 °C’de
30 dakika bloklandi. Kontrol ve deksametazon
uygulanmig timik dokulardaki glikozilasyon
paternlerini belirlemek amaciyla membranlar
digoksigenin isaretli (Roche Applied Sciences,
Mannheim, Almanya) ve peroksidaz bagl
bitki lektinleri (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD) ile blotlandi (13-17) (Tablo 1). Kabaca,
membranlar TBS ve buffer 1 ¢ozeltisi (1 mM
MgCl,, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,, TBS, pH 7.5)
ile yikandi ve Maackia amurensis agglutinin
(MAA, 5 pg/ml), Sambucus nigra agglutinin
(SNA, 1 pg/ml), peanut agglutinin (PNA, 10
pg/ml), concanavalin A (ConA, 10 pg/ml) ve
wheat germ agglutinin (WGA, 10 pg/ml) ile oda
sicakliginda 1 saat inkibe edildi. Ardindan,
digoksigenin isaretli membranlar TBS ile
yikandi ve anti-digoksigenin-alkalin fosfataz
(Roche Applied Sciences; Mannheim, Almanya)
(1 pul/ml TBS) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilerek 3 kez 10’ar dakikalik araliklarda TBS
ile yikandi. Glikan profillerinin goérinurliga igin
membranlar 4-nitro blue tetrazolium chloride/5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (NBT/
BCIP, Roche Applied Sciences; Mannheim,
Almanya) iceren buffer 2 ¢ozeltisi (0,1 M Tris-
HCI, 0.05 M MgCl,, 0.1 M NaCl, pH 9.5) ile 3-5
dakika inkibe edildi. Peroksidaz baglh lektinler
icin peroksidaz aktivitesi 3,3’-diaminobenzidin
(DAB; Roche Applied Sciences, Mannheim,
Almanya) ile gergeklestirildi.

Negatif ve Pozitif Kontroller: Negatif lektin
blotting kontroll igin sialillenmis ve desialillenmis
glikoproteinler (Roche Applied Sciences,
Mannheim, Almanya) kullanildi. Fetuin (25 ug/
ml), asialofetuin (50 pg/ml) ve transferrin (25 pg/
ml) sirasiyla digoksigenin-isaretli MAA, PNA ve
SNA lektinleri ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Pre-inklibasyon periyodunun ardindan
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Tablo 1. Calismada kullanilan bitki lektinleri, baglanma 6zgdlliikleri ve konsantrasyonlari

Lektin Baglanma ozgullugu Konsantrasyon Kaynak

Maackia amurensis agglutinin (MAA)"  SAa2,3Gal 5 mg/ml [13]

Peanut agglutinin (PNA)’ Galp1,3GalNAc 10 mg/mi [14]

Sambucus nigra agglutinin (SNA) SAa2,6Gal yada GalNAc 1 mg/ml [15]

Concanavalin A (ConA)? a-mannozil ya da a-glikozil 10 mg/ml [16]
gruplari

Wheat germ agglutinin (WGA)? GIcNAc, SA 10 mg/mi [17]

'Digoksigeninisaretli; 2Peroksidaz isaretli; SA: sialik asit; Gal: galaktoz; GalINAc: N-asetilgalaktozamin;

GlIcNAc: N-asetilglukozamin

timik  glikoproteinleri  iceren  membranlar
yukarida 6zetlendigi sekilde lektin-glikoprotein
karisimi, anti-digoksigenin-alkalin fosfataz (1 pl/
ml TBS) ve NBT/BCIP ile inklibe edildi. Diger
yandan sialik asidin negatif kontrolU i¢in bazi
doku ekstraktlar ug sialik asidin a.2,3-; 0.2,6- ve
a2,8- baglarini kirma yetenegine sahip bir enzim
olan Tip X Clostridium perfringens néraminidaz
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD; 1 U/ml) ile
38 °C’de 45 dakika inklbe edildi [18] ve lektin
blotting protokoli sadece MAA igin uygulandi.
Pozitif kontrol igin fetuin substrat olarak kullanildi
ve MAA ile problandi (Sekil 1).

Lektin Blotting Uygulamasinin Kantitatif
Analizi: Lektin blotting sonrasi elde edilen
membranlar standart tarayicida taranarak
2272x1704 piksellik JPEG formatinda goruntuleri
alindi. Daha sonra bu goruntiler Imaged
yazihmina (versiyon 1.46c, NIH, Bethesda,
MD, ABD, http://rsb.info.nih.gov/ij/) aktarildi.
Image J programi igerisinde 8 bit gri forma
donustirtlen  (image>type>8-bit) imajlarda
yer alan kontrol ve uygulama gruplarina ait
her bir lektin blotting sttunu ara¢ cubugunda
bulunan “dikdértgen seceneg@i” (rectangular
selection) kullanilarak numaralandirildi  (ctrl-
1,2 ya da Analyze>Gels>Select First Lane ya
da Select Next Lane). Ardindan ctrl-3 ya da
Analyze>Gels>plot lanes komutu kullanilarak
membranlardaki lektin boyanma yogdunluklari
grafige dokuldd. Olusan her bir pikin baslangic
ve bitis noktalari ara¢ cubudunda bulunan
“cizgi segenedl” (straight selection) yardimi
ile Dbirlestirildi ve “sihirbaz arac’” (wand-
tracing- tool) ile isaretlenerek bandin reaksiyon
yogunlugu “alan” olarak hesaplandi. Olgiimler 3
tekrarli olarak gergeklestirildi.

Istatistiksel Analiz: Calisma bulgularinin
istatistiksel olarak degerlendiriimesi i¢cin SPSS
yazilimi kullanildi (versiyon 21.0; SPSS Inc.,
Chicago, IL, ABD). Kontrol ve uygulama

gruplarina ait érnekler arasindakilektin boyanma
yogunluklular Student's t testi kullanilarak
kargilastirildi. Elde edilen verilerin aritmetik
ortalamalari ve standart hatalari hesaplandi.
p degerinin 0.05'ten kuguk olmasi gruplar
arasinda fark anlamli olarak deg@erlendirildi.
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Sekil 1. Lektin blotting uygulamasinin negatif
(sutun 1-4) ve pozitif kontrolleri (sGtun 5).
Timik doku ekstraktlarinin lektin-glikoprotein
karisimlariyla reaksiyonlarinda onemli
azalmalar gb6ze carpmaktadir (sutun 1-3).
Doku ekstraktlari néraminidaz ile muamele
edildiginde MAA reaksiyonunun tamamen
ortadan kalktigi goriimektedir (sttun 4). Lektin
blotting uygulamasinin pozitif kontroliinde fetuin
iceren membran yogun bir MAA sinyali vermistir
(sutun 5). Fet: fetuin, Asia: asialofetuin, Trans:
transferin, Neura: Tip X Clostridium perfringens
néraminidaz.
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Bulgular

MAA: MAA, galaktoz gruplarina a.2,3-ile bagli
uc sialik asitleri 6zgun olarak tanima yetenegine
sahip bir lektindir. Timik doku ekstraktlarinin
MAA lektin blotting paternleri kontrol ve
deksametazon uygulanmis grup arasinda
farkhlik gosterdidi belirlendi. Kontrol grubunda
MAA ile reaksiyon veren ve molekll agirliklari
~90, ~130, ~180 ve ~200 kDa olan dort farkli
bant goruldi. Deksametazon uygulanan grupta
ise ~200 kDa’'luk bantta herhangi bir degisiklik
g6zlenmedi. Buna karsin, ~100 ve ~180 kDa’luk
bantlarda hafif bir artig, ~130 kDa’luk bantta ise
Onemli bir azalma gordldu (p < 0.05) (Sekil 2).

PNA: Lektin blotting sonuglari kontrol
grubunda B-D-Gal1,3-D-GalNAc yapilarina
6zguin olan PNA ile reaksiyon veren ~100
kDa’luk baskin bir bant ile 150 ve ~200 kDa’luk
iki zayif bantin varligini gésterdi. Deksametazon
uygulamasi sonrasinda ~100 kDa’luk banttaki
reaksiyon blylk Olcide azalirken (p<0,05)
diger bantlar gérilmedi (Sekil 3).

SNA: Bu lektin galaktoz ya da GalNAc
yapilarina o2,6-glikosidik baglarla baglanmis
olan sialik asitleri tanimaktadir. Kontrol grubunda
SNA-reaktivitesine sahip molekil agirhgr ~40
ile 200 kDa arasinda degisen 8 farkh banda
rastlandi. Deksametazon uygulanmis grupta
ise SNA ile reaksiyon veren tim bantlarin
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Sekil 2. Kontrol (K) ve uygulama (U) grubuna ait timik doku ekstraktlarinin MAA reaktiviteleri.
Uygulama sonrasi ~90 ve ~180 kDa’luk bantlarda hafif bir artis gérulirken ~130 kDa'luk glikoproteinin
02,3 sializasyon paterni 6nemli bir azalma goésterdi. *: p < 0.05, M: marker, oklar MAA-pozitif bantlari

gOstermektedir.
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Sekil 3. Kontrol grubunda (K) gorilen PNA-reaktif core-1 yapilarinin boyanma yogunlugu uygulama
grubunda (U) buaylk olglide azalmaktadir. *: p < 0.05, M: marker, oklar PNA-pozitif bantlari

gOstermektedir.
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yogunlugunda buyudk oranda azalma goruldu
(p<0,05) (Sekil 4).

ConA: Kontrol grubunda ~70 ila ~230 kDa
arasinda 7 farkli bant terminal o-D-mannozil
ve a-D-glikozil gruplarina 6zgiin olan ConA
lektin ile reaksiyon verirken deksametazon
uygulanmis grupta ConA sinyallerinde buyuk
Olcude artis oldugu saptandi (p<0.05) (Sekil 5).

WGA: Terminal sialik asit ve GIcNAc
gruplarina  baglanma yetenedi  gdsteren
WGAnin, kontrol ve uygulama gruplarina ait
timik ekstraktlarda molekdl agirliklari ~80 ila
~200 kDa arasinda degisen 6 farkli glikoprotein
molekult ile reaksiyon verdigi belirlendi.
Deksametazon uygulamasi sonucunda WGA
sinyallerinin belirlenen tum bantlarda buylk
Olcude arttigi belirlendi (p<0.05) (Sekil 6).
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Sekil 4. Kontrol grubuna (K) ait timik doku ekstraktlari molekul agirhgi ~40 ile 200 kDa arasinda degisen
8 SNA-pozitif glikoprotein igerirken uygulama grubunda (U) bu glikoproteinlerin SNA afinitelerinde
Onemli bir azalma saptandi. *: p < 0.05, M: marker, oklar SNA-pozitif bantlari gostermektedir.
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Sekil 5. Kontrol grubu (K) ile karsilastirildiginda deksametazon uygulanmis grupta (U) ConA

reaktivitesinin blylk oranda arttidi goéralda. *:
gOstermektedir.
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p < 0.05, M: marker, oklar ConA-pozitif bantlari
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Sekil 6. Kontrol grubunda (K) goérilen WGA-pozitif bantlarin yogunlugu uygulama grubunda (U)
onemli 6lctide artmaktadir. *; p < 0.05, M: marker, oklar ConA-pozitif bantlari gdstermektedir.
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Tartisma

Memelilerde kemik iligi ile birlikte primer bir
lenfoid organ olan timus bezinin éncelikli gérevi,
bagisiklik gézetiminde en énemli hiicre grubu
olan T hucrelerinin olgunlastigi, otoimmun
bozukluklara yol agabilecek otoreaktif hiicrelerin
bir dizi secilim mekanizmasi ile ortadan
kaldirildigi bir ortami olusturmaktir. Fonksiyonel
ve histolojik olarak timus bezi subkapsular boélge,
korteks, kortikomedullar kavsak ve medulladan
olusur [19, 20].

Timus bezinin secilim mekanizmalari araciligi
ile self-toleran ve antijene yanit verebilecek
etkin bir T hucresi kutlesi olusturmasinda
timik epitelyal hacreler ve timositler arsindaki
etkilesimler buylk o6nem tasimaktadir. Tum
memeli hicrelerinin ylzeylerinde bulunan sialik
asitlerin [21, 22] T hicresi olgunlagsmasinda
onemli oldugu uzun yillardir bilinmektedir [23-
26]. Timusta sialillenmis core-1 (Galp1,3GalNAc;
T antijen) yapisi CD4-CD8 immatir subkapsular
timositlerde ve matiur CD4* ya da CD8*
medullar timositlerde bulunurken sialillenmemis
core-1 ve core-2 [GIcNAcp1,6(Galp1,3)
GalNAc] yapilari CD4*CD8* immattr kortikal
timositlerde gérilir [23, 27]. immatir kortikal
timositler PNA ile pozitif reaksiyon verirken
matir medullar hicreler PNA-negatiftir [28].
Bu fenotipik degisikligin temelinde Kkortikal
immatidr timositlerin medullar bdlgeye gogleri
sirasinda yuzeylerindeki PNA-spesifik core-1
yapisina a2,3-bagli sialik asitlerin eklenmesi
yer almaktadir. Olgun medullar timositlerde
core-1 yapisinin 02,3- bagl sialik asitler ile
maskelenmesi, PNA lektin baglanmasinin
gelisimsel olarak engellenmesine neden
olmaktadir [1, 23, 25, 26, 29, 30]. Bununla
birlikte, matir medullar timositler sirasiyla
a2,3- ve a2,6- bagh sialik asitleri tantiyan MAA
ve SNA ile pozitif reaksiyon vermektedirler
[6, 8]. Calismamizda kontrol grubuna ait
orneklerde PNA, MAA ve SNA reaksiyonlarinin
genel olarak farkli molekiler agirlikta bantlara
karsilik gelmesi timik mikrocevrede farkl
glikoproteinlerin farkli sializasyon paternleri
gOsterdigini ortaya koymustur.

Timosit gelisiminde iki T hicresi ylzey
glikoproteininin (CD43 ve CD45) glikozilasyon
durumunun  timosit  gelisiminde  6nemli
oldugu bilinmektedir [31]. CD45, eritrosit ve
plateletler disinda tim hematopoietik hiicrelerin
yuzeylerinde bulunan 6zel bir transmembran

proteinidi. Bu molekulin 180-235 kDa
arasinda farkli ve hiicre tipine 6zgun izoformlari
bulunmaktadir [32]. CD45’in glikozilasyon
durumu, bulundugu hcre tipine ve izoformuna
gére degisiklik gdstermektedir. Ornegin, CD4
CD8olgun ve olgun olmayan “tek pozitif” (single
positive-SP) timositler CD45'in sialillenmis core-
1 yapisi iceren sirasiyla CD45RA/RBC/RB
ve CD45RB/RBC izoformlarina sahiptir. Oysa
CD4*CD8*immatlr timositler asialo-core 1 ve
core-2 O-bagh glikanlar iceren disuk molekdl
agirhkli izoformlari (CD45R0) eksprese ederler
[33-36].

intratimik  gelisim sirasinda timositlerde
eksprese edilen bir diger glikoprotein olan
CD43'in 115 ve 130 kDa’luk iki izoformu
bulunmaktadir. Core-1 glikanlari iceren 115
kDa'luk glikoform olgun ve olgun olmayan
timositlerde bulunur. 130 kDa'luk izoform ise
dallanmis core-2 yapisi igerir ve CD4*CD8*
immatudr timositlerde yer alir [37].

Calismamizda PNA ile major reaksiyon
veren ~100 kDa’luk bant buiylk olasilikla core-
1 iceren CD43 molekulidir. Bunun yaninda,
CD43 molekulinin 95 kDa’luk bir bant verdigi
yoninde bulgular vardir [38]. MAA lektin
blotting sonuglari incelendiginde ~100 kDa'da
reaksiyon veren bandin siallienmis core-1 yapisi
icerdigi dusunulebilir. Ancak, MAA lektininin
sialillenmis core-1 O-glikanlara baglanamadigi
ileri slOrGlmustar [39]. Bulgularimizda MAA
ile reaksiyon veren 130 kDa'luk bant CD43
molekilinin core-2 igeren glikoformudur. Ote
yandan, CD45 molekllinin core-2 glikanlari
eksprese eden dusik molekdl agirlikli formu
(CD45R0O) MAA ile 180 kDa'da belirlenirken
SNA ile 200 kDa'da reaksiyon veren bant
CD45in  a2,6-bagl sialik asitleri iceren
N-glikanlarin eksprese oldugu ylksek molekul
agirhikli izoformu olarak gézikmektedir. Daha
Oonce yapilan c¢alismalar medullar timositlerde
bulunan ve a2,6-sialillenmis N-glikanlari iceren
[27, 31] CD45RA glikoproteininin SNA reseptor
oldugunu gostermigtir  [6].  Timositlerdeki
bu glikofenotipik degisikliklerin olgunlagsma
surecinde o©Onemli bir adim olan segilim
mekanizmalarinda belirleyici bir rol Ustlendigi
bilinmektedir [40-42]. Ornegin, B-galaktozid
baglayan bir protein olan galektin-1 molekuli
immatir timositlerde core-2 glikan iceren
CD43 ve CD45 molekiilleri ile etkileserek bu
hicrelerin negatif secilimine neden olmaktadir
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[43, 44]. Ancak matur medullar hicrelerde
0zguln sialiltransferaz enzimlerinin aktivasyonu
ile gorulen o2,6-sializasyon artisi galektin-1
baglanmasina ve dolayisiyla matir hicrelerin
apoptozisine engel olmaktadir [43]. Yapilan
calismalar CD45RO igeren immattr kortikal
timositlerin galektin-1 molekillinin ana hedefi
oldugunu ve SNA ile reaksiyon vermediklerini,
CD45RA iceren medullar timositlerin ise
galektin-1 aracili apoptozisten muaf olduklarini
gOstermistir [45, 46]. Calismamizda 180 kDa’luk
bandin MAA ile reaksiyon verirken SNA-negatif
olmasi bu bulguyu desteklemektedir.

Deksametazon uygulanmasi sonucunda
PNA, MAA ve SNA reaksiyonlarinda
degisiklikler  gorGimustir. Deksametazon
O-glikozilasyon mekanizmasinda serin ve
treonin gruplarina GalNAc ekleyen N-asetil-
galaktozaminiltransferaz  enzimi  aktivitesini
azaltmaktadir [47]. Her ne kadar bu galismada
N-asetil-galaktozaminiltransferaz aktivitesi
¢alisilmamis olsa da bu enzimin azalan aktivitesi
ile CD43 ve CDA45 gibi timik glikoproteinlerin
glikozilasyon durumlari ve spesifik lektinlere
baglanma afiniteleri arasinda bir iligki olabilecedgi
dusundlebilir.

Uygulama gruplarinda PNA, MAA ve SNA
reaktivitelerinde gorilen degisikliklerin olasi
nedenlerinden bir tanesi de deksametazonun
sializasyon Uzerine yaptigi etkiler olabilir. Bu
konuda celiskili bulgular vardir. Yakin zamanda
yapilan bir calismada Chinese Hamster Ovary
hiicrelerinde a2,3-sialiltransferaz  ve p1,4-
galaktoziltransferaz enzim ekspresyonlarinin
ve sialik asit dizeylerinin deksametazon
uygulamasiyla artis gOsterdigi ortaya
konulmustur [48]. Oysa daha oOnce yapilan
calismalarda deksametazonun a2,6-
sialiltransferaz ekspresyonlarini arttirdigi [49],
a2,3-sialiltransferaz ~ ekspresyonlarina ise
herhangi bir etkisinin olmadidi ileri sGrulmugtir
[50]. Gerek MAA, gerekse SNA O-bagli glikanlar
ile birlikte N-bagh sialik asitleri de tanima
yetenegine sahiptir [6, 15, 51, 52]. Dolayisiyla
deksametazon hem O- hem de N-glikozilasyon
Uzerine etki etmektedir.

WGA, GIcNAc igeren yapilara baglanma
yetenegine sahip bir lektindir [53, 54]. Bu lektin,
ayni zamanda sialik asitlere de bir afinite duyar
ancak, lektinin sialik asit baglanma bdlgeleri
non-spesifiktir ve sialik aside baglanmasi
GIcNAc'ye baglanmasindan %2 oraninda daha

zayiftir [55]. Calismamizda deksametazon
uygulamasi ile timik mikrogevrede WGA
reaktivitesinin dnemli oranda artis gosterdigini
belirledik. Yapilan calismalar deksametazonun
O-GIcNAc transferaz aktivitesini dizenleyerek
[56] proteinlerdeki GIcNAc duzeyini arttirdigini
ortaya koymustur [57, 58].

Calismamizdadeksametazonuygulamasinin
ConA reaktivitelerini arttirdigini belirledik. Daha
once yapilan calismalar deksametazonun
makrofajlarda mannoz reseptorlerini arttirdigini
gostermistir  [59, 60]. Dolayisiyla ConA
reaktivitesindeki bu artis timik mikrogevrede
yer alan hucrelerin artan mannoz baglama
kapasiteleri ile iligkili olabilir. Ote yandan bu
artisin nedeni deksametazonun O-glikozilasyon
sirasinda dolikol fosfata mannoz ytklemesi de
olabilir [61].

Sonu¢ olarak, bu primitif calisma
deksametazonun timik mikrogevredeki glikan
profilleri Uzerine fenotipik bir etkisi oldugunu
ortaya koymustur. Daha ©Once yapmis
oldugumuz histokimyasal bir calismada [62]
deksametazonun farkl timik mikrogevrelerdeki
timosit gruplarinda farkh fenotipik degisiklikler
yaptigint ve 0Ozellikle medullar hicrelerde
apoptozisi arttirdigini  belirledik. Dolayisiyla,
deksametazonun sadece bazi transkripsiyon
faktorleri GOzerinden degil, ayni zamanda
hicre yuzey glikanlari Uzerinden de timosit
matirasyonunu modile edebilecek yetenekte
bir ajan olabilecegini distinmek olasidir.
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