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Ozet: Calisma, Ankara tavsani tonsilla palatinasinda vimentin immunreaktivitesini ortaya koymak amaciyla planlandi.
Arastirmada, 10 adet saglkl eriskin Ankara tavsanindan alinan tonsilla palatinalar kullanildi. immunohistokimyasal
boyamalar icin Strept-ABC boyama metodu uygulandi. Monokriptik olan tonsilla palatina, icerisinde ¢ok sayida lenfoid
hiuicre bulunan ve lenf folikillerinin kriptle temasini saglayan retikiler epitel ile bunlarin arasinda kalan alanlarda ¢ok
katli yassi keratinize olmayan epitelle ¢evrelenmisti. Retikiler epitelde, vimentin pozitif immunreaksiyon gozlenirken,
¢ok katl yassi keratinize olmayan epitelde immunreaktivite saptanmadi. Retikiler epiteldeki vimentin pozitif hiicreler 3-
5 adet intraepiteliyal lenfositi bazolateral sitoplazmalariyla ¢cevrelemeleriyle karakterizeydi. Retikiler epitel i¢erisinde ve
subepiteliyal alanlarda morfolojik olarak makrofajlara benzeyen bir kag iri hiicrenin sitoplazmasinda ve sitoplazmik
uzantilara sahip dendritik hiicre benzeri hiicrelerde kuvvetli vimentin immunreaktivitesi belirlendi. Ayrica, folikil igerisin-
deki kan kapilarlari ve interfolikiler alanlarda yerlesim gosteren yiksek endotelli venillerin endotelinde de kuvvetli
vimentin pozitif immunboyanma goézlendi. Sunulan c¢alismayla, Ankara tavsani tonsilla palatinasinda vimentin
immunreaktivitesinin M hucreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler ve damar endotellerinde olmak lizere ¢ok genis bir
da@ihm sergiledigi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: M hicresi, tavsan, tonsilla, vimentin

The Immunoreactivity of Vimentin in Angora Rabbit Palatine Tonsil

Summary: This study was planned to determine the immunoreactivity of vimentin in Angora rabbit palatine tonsil. The
palatine tonsils patterns taken from ten healthy, adult, Angora rabbits formed the material of our study. For the
immunohistochemical stainings, a strept-ABC procedure was applied. The monocryptic palatine tonsils were covered
with the reticular epithelium containing many lymphoid cells and providing contact between lymphoid follicles and crypt,
and the non-keratinized squamous epithelium among reticular epithelium. In the reticular epithelium vimentin positive
immunoreaction was seen whereas in the non-keratinized squamous epithelium immunoreactivity was not observed. In
reticular epithelium, vimentin positive cells were characterised by 3-5 intraepithelial lymphocytes surrounded by
basolateral cytoplasm. A few larger cells, located in the epithelium and the subepithelial tissue resembling
macrophages, showed strong vimentin immunoreactivity of their cytoplasm. Intense vimentin immunoreractivity was
also found in the cells having cytoplasmic process and resembling dendritic cells. Moreover, in the endothelium of
blood capillaries and high endothelial venules, strongly positive immunostaining was determined. In this study, the
vimentin immunoreactivity in palatine tonsil of Angora rabbit showed a wide distribution containing M cells,
macrophages, dendritic cells and endothelium of vessels.

Key Words: M cells, rabbit, tonsils, vimentin
Giris gelismistir (14). Domuzlarda tonsilla palatina bu-
lunmazken (2, 16), tavsanlarda sadece tonsilla

Tonsillalar, farinksin lamina propriyasi icerisinde palatinanin varligi bilinmektedir (25).

yerlesmis cok sayidaki agregat lenf folikuliinden

olusan sekonder lenfoid yapilardir (14, 27). Bu
lenfoid olusumlar, solunum ve agiz yoluyla alinan
antijen ve patojenlerin ilk temas yerleri olmalari
nedeniyle mukozal immun savunmanin 6nemli
unsurlarindan sayiimaktadirlar (30, 32). Tonsillalar
yerlesim yerlerine gore, tonsilla palatina, tonsilla
lingualis, tonsilla faringea ve tonsilla tubalis olarak
adlandinlirken (29, 33), bunlarin hepsine birden
Waldeyer halkasi denilmektedir (29). Koyunlarda
Waldeyer halkasina ilaveten, tonsilla veli palatini
ve tonsilla paraepiglottica bulunmaktadir (6). Ke-
mirgenler ise Waldeyer halkasina sahip olmayip,
bu hayvanlarda nazal iligkili lenfoid doku (NALT)
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Tonsilla palatina, solunum ve sindirim sistemi ka-
nallarinin girisindeki orofarinkste stratejik olarak
yerlesmis, solunum ve agiz yoluyla alinan antijen-
lerin immunolojik gézetiminden sorumlu bir muko-
za ile iligkili lenfoid yapidir (MALT) (5, 23). Tonsilla
palatinalarin, faringeal ylzeyleri ¢ok katli non-
keratinize epitelle 6rtult olup, kriptlere bakan yuz-
leri ise Ozel bir epitel olan retikiler epitelle ¢evrilidir
(27, 29). Retikuler epitel, birbirine desmozomlarla
bagh fakat sekilleri degisiklige ugramis epitel hiic-
releri ve epitel igerisine infiltre olmus lenfoid hiicre-
lerden olusur (1, 28). Retikiler epitel icerisindeki
immunsistem hacreleri, T ve B lenfositler, M hicre-
leri, makrofajlar, plazma hucreleri ve dendritik hiic-
reler olarak bilinmektedir (1, 28) . Epitelin hemen
altinda ise intrafolikiler alanlarla cevrili ve
germinal merkez iceren ¢ok sayida agregat lenf

105



Tavsan tonsillasinda vimentin immunreaktivitesi...

folikilleri bulunmaktadir (18, 24). interfolikiler
alanlarda ise yuksek endotelli veniller (HEV) ola-
rak adlandirlan post-kapillar venuller yer almakta-
dir (28, 34).

intestinal kanalda Peyer plaklari ve apendiks gibi
lenfoid yapilarin folikdlle iligkili epitellerinde (FAE)
intraluminal makromolekilleri ve patojenleri trans-
epiteliyal yolla alarak altlarinda lokalize olmus
immun sistem hicrelerine iletmekle gorevli M hiic-
releri bulunmaktadir (3, 5). Tavsan (25), koyun
(26), kopek (1) ve insan (17, 18, 28, 31) tonsilla
palatinalarinin kript epitellerinde intestinal M hiic-
relerine morfolojik olarak olduk¢a benzeyen ve
ayni fonksiyona sahip hiicrelerin bulundugu bildiril-
mistir. Buna karsin atlarin tonsilla palatinasinda M
hicreleri belirlenememistir (22).

Hucre iskeletinin yapisina giren vimentin protein
tabiatinda intermediyer bir filamandir (15).
Vimentin genellikle mezensimal kdkenli hiicrelerde
bulunmakla birlikte (19), bazi ektodermal ve
endodermal kokenli hicrelerde sitokeratinlerle
birlikte yerlesim gostermektedir (4, 8, 20). Tavsan-
larin bagirsakla iligkili lenfoid doku (GALT) (8, 9),
bronslarla iliskili lenfoid doku (BALT) (7) ve tonsilla
palatina (9, 10, 11, 12) FAE’lerindeki M hicreleri-
nin vimentin intermediyer filamanlarini icerdigi an-
lasiimistir. Bununla birlikte, insan tonsilla palatina
M hcrelerinin vimentin icermedikleri gortlmusttr
(21). Anti-vimentin primer antikorlari tavsan M htic-
relerinin tanisinda glvenilir belirleyiciler olarak
kullaniimaktadir (8, 9, 10).

insan (17, 24, 28, 30, 31) ve cesitli hayvanlarin (1,
2,6, 12, 22, 25, 26, 32, 34) tonsillalarinin morfolo-
jik ve immunolojik yapisi ve lzerinde ¢ok sayida
arastirma bulunmaktadir. Ankara tavsani bir klttr
irki olup Uzerinde yapilan bilimsel arastirmalar
oldukca  azdur. Bu hayvanlarin  tonsilla
palatinasinda vimentin intermediyer filamanlarinin
lokalizasyonuyla ilgili herhangi bir arastirma bulun-
mamaktadir. Calisma, Ankara tavsani tonsilla
palatinasinda vimentin immunreaktivitesini
immunohistokimyasal olarak belirlemek amaciyla
planlanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismada materyal olarak, etik kurul onay: alin-
mis (ERU Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu,
09.04.2003 tarihli, 24 toplanti sayili, 25 nolu kararr)
farkli bir calismada kullanilan saglikli, erigkin on
adet Ankara tavsanindan alinan dokular kullanildi.
Tavsanlar, sodyum pentobarbiitalin damar ici uy-
gulanmasiyla otenazi edildi. Ardindan,
orofarinksin her iki tarafinda yerlesmis olan tonsilla
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palatinalar cikartildi. Alinan doku 6rnekleri, serum
fizyolojik icerisinde kisa bir siire yikandi, istenilen
boyutlara getirildikten sonra Bouine tespit sollsyo-
nunda 2 saat sureyle tespit edildi. Dokular, sirasiy-
la dereceli alkoller, metil benzoat ve benzol serile-
rinden gecirilerek parafinde bloklandi. Parafin blok-
lardan Poly-L-lizinli lamlara 5 pm kalinliginda ke-
sitler alindl.

Vimentin immunoreaktivitesinin belirlenmesi ama-
ciyla alinan kesitlere, Avidin-Biotin-Peroksidaz
Kompleks (ABC) immunohistokimyasal boyama
yontemi uygulandi. Endojen peroksitin uzaklastiril-
masi i¢in kesitler metanolde hazirlanmis %3'lik
hidrojen peroksitte (H,0,) 20 dakika slreyle tutul-
du. Antijenik ©zelliklerin yeniden kazandiriimasi
amaciyla, 96 °C'lik sitrat tampon (pH; 6,0) soliisyo-
nunda 20 dakika sireyle kaynatildi. Oda Isisinda
ayni solusyon icerisinde 20 dakika sireyle sogu-
maya birakilan kesitler, ardindan fosfat buffer salin
(PBS, pH; 7,4) solusyonuyla yikandi. Ardindan,
spesifik olmayan baglanmalarin engellenebilmesi
icin 5 dakika sureyle %10’luk keci serumu (Thermo
Scientific, USA) uygulandi. Bu islemi takiben, anti-
kor sulandirma soliisyonuyla (Thermo Scientific,
USA) 1/200 oraninda sulandirilan monoklonal
mouse anti-vimentin (Klon; V9, DAKO) primer anti-
koruyla oda sicakhginda 1 saat slreyle
inkiibasyona birakildi. inkiilbasyondan sonra 20
dakika biyotinli anti-mouse sekonder antikor
(Thermo Scientific, USA) ve 20 dakika avidin-
peroksidaz solUsyonlariyla (Thermo Scientific,
USA) muamele edildi. Antijen-antikor reaksiyonu-
nun goruntulenebilmesi igin 5-10 dakika sureyle 3-
amino 9-etil karbazol (AEC) kromojeni (Thermo
Scientific, USA), ardindan da zemin boyamasi i¢in
2-3 dakika sureyle Gill hematoksileni uygulandi.
Tam yikamalar PBS ile yapilirken, boyama islem-
leri bir nem kamarasi (Shandon, UK) icerisinde
gerceklestirildi. Anti-vimentin primer antikoru igin
pozitif kontrol olarak tavsanlarin bobrek ve deri
kesitleri kullanildi. Negatif kontrol icin primer anti-
korlarin yerine immun olmayan serum damlatilarak
geriye kalan boyama islemlerine devam edildi.

Bulgular

Ankara tavsanlarinin orofarinksinin arka duvarinda
makroskobik olarak goézlenebilen iki adet tonsilla
palatina belirlendi. Histolojik incelemede tonsilla
palatinalarin, kripti cevreleyen epitel ile epitelin
altinda toplanmis ¢ok sayida lenf folikili ve bunla-
rin arasindaki interfolikiler alanlardan olustugu
goruldu (Sekil 1A). Tonsilla palatinada kript etrafin-
da cok kath yassi keratinize olmayan epitel ve
retiktler epitel olmak Gzere iki farkli epitel tespit
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Sekil 1. Ankara tavsani tonsilla palatinasinda vimentinin immunohistokimyasal lokalizasyonu, immunperoksidaz, AEC.

A) Tonsilla palatinanin genel gérinim, k; kript, f; lenf folikilleri, oklar; vimetin pozitif boyanan yiksek endotelli
venduller, bar; 100 pm.

B) Tonsilla palatinanin retikiler epitelinde (r) vimentin immunreaktivitesi, o; vimentin negatif boyanma gorilen ¢ok katli
yassI non-keratinize kript epiteli, bar; 50 um.

C) Retikiiler epitelde IEL’leri intraepiteliyal invaginasyonla cevrelemeleriyle karakterize vimentin pozitif M hiicreleri
(oklar), bar; 25 pm.

D) Kriptin farkli bir alanindaki retikiller epitelde iEL’leri intraepiteliyal invaginasyonla cevrelemeleriyle karakterize
vimentin pozitif M hiicreleri (oklar), bar; 25 pm.

E) Epitel igerisinde ve epitel atindaki dokuda makrofaj benzeri (siyah oklar) ve dendritik hiicre benzeri vimentin pozitif
hicreler (yesil oklar), bar; 25 pm.

F) interfolikiller alanlarda endotel hiicreleri vimentin pozitif boyanan yiiksek endotelli veniiller (oklar), bar; 25 pm.
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edildi. Kript lumeni, icerisinde ¢ok sayida lenfoid
hiicre iceren ve lenf folikdllerinin kriptle temasini
saglayan retikiiler epitel ve bunlarin arasinda ka-
lan alanlarda da ¢ok katl yassi keratinize olmayan
epitelle ¢cevrelenmisti.

Yapilan  immunohistokimyasal boyamalarda,
tonsillanin cok katli yassi keratinize olmayan
epitelinde vimentin immunreaktivitesi belirlenmez-
ken, retikller epitelde belirgin bir immunreaksiyon
oldugu dikkati ¢cekti (Sekil 1B). Retikiler epitel ice-
risinde ¢ok sayida vimetin pozitif hiicrenin lokalize
oldugu gorildd. Bu vimentin pozitif hicreler, 3-5
adet intraepiteliyal lenfositi (iEL) bazolateral sitop-
lazmalariyla  cevrelemeleriyle karakterizeydi.
Vimentin immunreaksiyonu 6zellikle perintklear ve
IEL’leri cevreleyen sitoplazma bélimlerinde belir-
gindi (Sekil 1C ve D).

Retikiler epitel icerisinde ve subepiteliyal alanlar-
da morfolojik olarak makrofajlara benzeyen birkag
iri hlcrenin sitoplazmasinda kuvvetli vimentin
immunreaktivitesi belirlendi (Sekil 1E). Benzer
alanlarda sitoplazmik uzantilara sahip dendritik
hicrelerde de immunreraksiyon goruldi (Sekil 1E).
Ayrica, folliktl icerisindeki kan kapilarlari ve
interfolikller alanlarda yerlesim goOsteren yuksek
endotelli venullerin endotelinde kuvvetli vimentin
pozitif immunboyanma belirlendi (Sekil 1F).

Tartisma ve Sonug

MALT, mukozal yuzeyler boyunca Kkarsilasilan
spesifik antijenlere karsi immun yanit olusturulma-
sindan sorumludur (5, 23). Tonsilla palatina, solu-
num ve sindirim sistemi kanallarinin girisinde bulu-
nan orofarinkste stratejik olarak yerlesen ve hem
solunum hem de agiz yoluyla alinan antijenlerin
immunolojik gozetiminde gorevli bir lenfoid olu-
sumdur (29, 33). Tonsilla palatinalarin histolojik ve
immunolojik yapisiyla ilgili 6zellikle insan (17, 24,
28, 30, 31), at (22), kdpek (1), deve (34) ve tav-
sanlarda (25) ¢ok sayida arastirma yapimigtir.
Buna karsin bir kdltdr irki olan Ankara tavsanlari-
nin tonsilla palatinasi tizerinde herhangi bir arastir-
maya rastlanmamistir.  Sunulan  calismayla,
vimentin intermediyer filamanlarinin Ankara tavsa-
ni tonsilla palatinasindaki varligi ve lokalizasyonu
immunohistokimyasal olarak ilk defa ortaya kon-
mustur.

insan ve cesitli hayvanlarda tonsilla palatina,
tonsilla lingualis, tonsilla farengea ve tonsilla
tubalis olmak uzere dort farkl tonsilla tanimlanmis-
tr (29, 33). insan ve ruminantlarda tonsilla
palatinanin kriptlerden olustugu (17, 24, 28), kbpek
tonsilla palatinasinda hi¢ kript bulunmadig bildiril-
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mistir (1). Tavsanlarin tonsilla palatinasinda ise
¢ok sayida lenf folikiili iceren tek bir kriptin yer
aldigi  gorilmustir (25). insan ve hayvanlarda
tonsilla palatinadaki kriptler cok kath yassi
keratinize olmayan ve retikiler epitelle ortult ola-
rak tanimlanmistir (27, 29, 33). Sunulan calisma-
da, Olah ve Everett, (1975)'in bulgulariyla uyumlu
olarak Ankara tavsanlarinin tonsilla palatinasinda
tek olan kriptin, yapisinda ¢ok sayida intraepiteliyal
lenfoid huicre bulunan retikller epitel ve ¢ok kath
yass! keratinize olmayan epitelle ortildigu belir-
lenmistir.

Gebert ve ark., (1995) yaptiklari arastirmalarinda,
tavsan tonsilla palatinasinda kripti cevreleyen
epitelde ¢ok sayida vimentin pozitif hicrenin bu-
lundugunu bildirmistir. Sunulan c¢alismada, bu
arastirmacilarin bulgularnyla uyumlu olarak kriptleri
cevreleyen retikller epiteldeki bazi hicrelerde
kuvvetli pozitif immunreaksiyon gorulirken, cok
kath yassi keratinize olmayan epitelde herhangi bir
immunboyanma belirlenmemistir. Retikiler epitel
icerisindeki vimentin pozitif hiicreler iEL’leri gevre-
lemeleriyle karakterize olup, immunreaktivitenin
ozellikle bu hucrelerin perintiklear ve IEL’leri ¢ev-
releyen sitoplazma boliminde oldugu dikkati ¢ek-
ti. insan tonsilla palatinasinda IEL’lerin vimentin
pozitif boyandigi bildiriimis (21) olsa da sunulan
calismada IEL'ler negatif immunreaksiyon sergile-
di. Ayrica, vimentin pozitif hicrelerin apikal sitop-
lazmasi ve cekirdekleri ile epitel hiicrelerinin sitop-
lazmalarinda da immunboyanma gdzlenmedi. Tav-
sanlarin GALT (8, 20), BALT (7) ve tonsilla
palatinasindaki (9, 10, 11, 12) M hdcrelerinin anti-
vimentin pirmer antikorlariyla pozitif boyandiginin
bilinmesi nedeniyle, sunulan calismada IEL'leri
sitoplazmik membranla cevreleyen vimentin pozitif
hicreler M hucreleri olarak degerlendirildi.

insan ve tavsan tonsilla  palatinalarinda
makrofajlarin ve dentritik hicrelerin anti-vimentin
primer antikorlariyla pozitif boyandigi bildirilmistir
(10, 21). Sunulan ¢alismada, retikuler epitelin iceri-
sinde ve epitel altindaki dokuda morfolojik olarak
makrofaja benzeyen birkag iri hiicrede kuvvetli
vimentin immunreaktivitesine rastlanmistir. Bunun-
la birlikte folikdl, icerisinde sitoplazmik uzantilara
sahip dendritik hiicre benzeri hiicrelerde de kuv-
vetli immunreaksiyon gordlmastir. Sunulan calis-
mada, bu vimentin pozitif hiicreler morfolojik yapi-
lari temel alindiginda sirasiyla makrofaj ve
dendritik hiicreler olarak degerlendirilmistir.

Lenfositlerin  lenfoid dokulara gecisi, yuksek
endotelli venuller (HEV) olarak adlandirilan post-
kapilar venuller araciigiyla olmaktadir (13).
HEV’ler dalak disindaki, lenf dugumleri, Peyer
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plaklari ve tonsillalar gibi diger sekonder lenfoid
organlarin interfolikiler alanlarinda yerlesim gos-
termektedir (5, 23). HEV’lerin insan (24, 28), at
(22), koyun (6) ve deve (34) tonsilla
palatinalarinda T lenfosit bolgesi olan interfolikiler
alanlarda yerlestigi bildirilmistir. Damar endotel
hiicrelerinin mezensimal kdkenli olmalari nedeniy-
le vimentin intermediyer filamanlarini icerdikleri
bilinmektedir (19). Buna bagh olarak, sunulan ¢a-
hsmada tim kan damarlari endotellerinin anti-
vimentin primer antikoruyla pozitif boyanmasi bek-
lendi. Sunulan calismada, 0Ozellikle interfolikuler
alanlarda lokalize olan yiksek endotelli vendilleri
olusturan endotel hicrelerinde kuvvetli
immunreaksiyon goruldi. Buna karsin endotel
hicrelerinin arasinda bulunan lenfositlerde her-
hangi bir boyanma g6zlenmedi.

intermediyer bir filaman olan vimentinin genellikle
mezensimal kdkenli hicrelerde bulundugu bilin-
mektedir (15, 19). Ancak, bazi endodermal ve
ektodermal kokenli hucrelerde sitokeratinlerle bir-
likte bulunabilecedi de bildirilmistir (4, 8, 20).
Vimentin filamanlarinin hicre ici fonksiyonlarr;
hiicrelere esneklik kazandirma, organellerin sitosol
icerisinde sabit kalmasinin temini ve hicre iskeleti-
nin yapisina katilmak olarak aciklanmistir (15).
Ayrica, hicre zari ve c¢ekirdek laminleri arasinda
yapisal bir baglanti kurmak suretiyle hiicre i¢i sin-
yal iletiminde gorevli oldugu da belirlenmistir (19).
Sunulan calismada, M hucrelerinin periniklear
sitoplazmasinda ve iEL’leri cevreleyen sitoplazma
boliminde yogun olarak bulunan vimentin,
bazolateral bir paketle gevrelenen IEL’lerin bazal
yerlesimli hiicre ¢ekirdegine baski yapmasini en-
gelledigi ve pakete sirekli girip ¢ikan lenfositler
nedeniyle hiicreye esneklik kazandirarak htcre
morfolojisini korudugu dusunulmustar. Diger bir
fonksiyon olarak da, vimentin filamanlarinin M hiic-
relerinin membranlariyla yakin temas halinde olan
IEL’ler arasinda sinyal iletimi sagladigi soylenebi-
lir. Makrofajlarin ve dendritik hiicrelerin vimentin
pozitif boyanmasi ise bu hicrelerin mezensimal
kokenli oldugunun géstergesidir.

Sunulan c¢alismayla, Ankara tavsani tonsilla
palatinasinda vimentin immunreaktivitesinin M
hucreleri, makrofajlar, dendritik hticreler ve damar
endotellerinde olmak Uzere ¢ok genis bir dagilim
sergiledigi ortaya konulmustur.
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