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Amag: Kanatlilara 6zgii olan bursa Fabricius kendi folikiiler
yapisl icerisinde B lenfosit progenitorlerinin ¢ogaltilmasi ve
farklilasmasindan sorumlu primer lenfoid organdir. Fonk-
siyonel B lenfositleri olusturma stirecinde hiicreler major
doku uyum kompleksi (MHC), adezyon molekiilleri ve anti-
jenleri tanimak i¢in gerekli reseptor 6zelliklerini bu organda
kazanirlar. Bu ¢alismanin amaci, keklik bursa Fabricius'unda
CD8, CD68, MHC-I ve II pozitif hiicrelerinin lokalizasyonlari
ve dagilimlarini belirlemektir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada 10 adet erigkin kinal kek-
ligin (5 erkek ve 5 disi) bursa Fabricius'unda bazi immun
hiicre lokalizasyonlar1 immiinohistokimyasal yontemler kul-
lanarak 1s1k mikroskobu diizeyinde incelendi.

Bulgular: CD8, CD68, MHC-I ve II pozitif hiicrelerin genel
olarak lamina propriada ve lenf folikiillerinin korteks ve
medullasinda lokalize oldugu ortaya kondu. Buna karsin kas
katmaninda immunoreaktiviteye rastlanmadu.

Oneri: Immun yanitta rol oynayan bu faktér ekspresyonlari-
nin kanatl tiirlerinde yapilacak immunolojik ¢alismalar igin
katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Keklik, bursa Fabricius, immun hticre-
ler, immunohistokimya

Abstract

Aim: The bursa of Fabricius is a primary lymphoid organ
restricted to birds that is responsible for the proliferati-
on and differentiation of B lymphocyte precursors within
its follicular structure. In the process of creating a functio-
nal B lymphocyte, the cells acquire the necessary receptor
property to recognize the antigen, major histocompatibility
complex and adhesion molecules in this organ. The purpose
of this study is to determine the localization and distribution
of CD8, CD68, MHC-I and II-positive cells in bursa of Fabrici-
us of partridge.

Materials and Methods: In this study, some immune cells
localization in bursa of Fabricius of 10 adult chukar partrid-
ge (5 male and 5 female) were examined on the level of light
microscope by using immunohistochemical methods.

Results: It was revealed that in general CD8, CD68, MHC-I
and II-positive cells were localized in lamina propria and cor-
tex and medulla of lymph follicles. In contrast, no immunore-
activity was observed in the muscle layer.

Conclusion: The expression of these factors playing a role
in immune response is thought to provide contribution for
immunological studies in avian species.

Key words: Partridge, bursa of Fabricius, immune cells, im-
munohistochemistry
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Giris

Kanathlara 6zgii bir organ olan ve kloakadaki proktodeal
bolgenin dorsal bir divertikiilii olarak gelisen bursa Fabrici-
us, lenfo-epitelyal bir yapiya sahiptir. Organin i¢ ytlizeyi bir-
cok kus tiiriinde yaklasik 15 adet primer ve 7 adet sekonder
plika veya mukozal diiriim nedeniyle kivriml bir gériiniim-
dedir. Bu plikalar, folikiille iliskili epitel hiicreleri (Follicle
Associated Epithelium, FAE), lenfositler, makrofajlar ve plaz-
ma hiicrelerinin yer aldig1 ¢ok sayida polihedral folikiillere
sahiptir. Embriyonik gelisim siiresince lenfoid kok hiicrelerin
fotal karacigerden bursa Fabricius’a dogru gog ettikleri ve
burada olgun, immiin yeterli B hiicre 6zelliklerini kazandik-
lar1 bildirilirken (Toivanen ve ark 1987); geng kuslarda aktif
olan organin 8-10. haftada maksimum hacme ulastig1 ve yak-
lasik 6 ay sonra kiiclilerek involiisyona ugradigi ifade edil-
mektedir (Ciriaco ve ark 2003, Khenenou ve ark 2012). Bur-
sa Fabricius da bir liimene sahip diger organlar gibi mukozal
katmanlardan olusan ve gliglii diiz kas tabakasi ile ¢evrili bir
organ olup kanath tiirlerinin bagisikliginda énemli role sa-
hiptir (Toivanen ve ark 1987, Ciriaco ve ark 2003, Gultiken
ve ark 2010, Khenenou ve ark 2012). Bu rol ilk olarak Glick
ve arkadaslar tarafindan bursa Fabricius'un geng tavuktan
cerrahi yolla ¢ikarilmasi sonucu tanimlanmistir. Bugiin ise
bursa Fabricius'un B lenfositlerin olgunlagmasi ve farklilag-
masindan sorumlu sindirim sistemi iliskili lenfoid bir organ
oldugu, bununla beraber sadece primer lenfoid organ olarak
degil ayn1 zamanda da T hiicre bagimli alanin varligindan
otiirii sekonder bir lenfoid organ oldugu bilinmektedir. Buna
ilaveten, bursa Fabricius'un kendi epiteli i¢cinde farklilasma
faktorii tiretimine bagh olarak B hiicre gelisiminde pozitif
bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Karadag Sari ve ark
2015).

Yeterli bir immun cevap i¢in antijen sunan hiicrelerin anti-
jeni isleyip bu peptidleri ytizeylerinde bulunan major doku
uyum kompleksi (MHC) molekiilleri ile T hiicrelerine sun-
mas1 gerekir. Bunlardan MHC sinif I (MHC-I) molekiilleri,
esas islevi hiicre ici patojenleri yok etmek olan sitotoksik T
hiicrelerini (CD8+) stimiile ederken MHC-II molekiilleri hem
intraseliiler hem de ekstraseliiler patojenlere karsi yardimci
T hiicrelerini (CD4+) uyarir. Boylece l16kositlerin aktivasyonu
icin gereken birtakim fonksiyonlar (sitokin iiretimi, antikor
sentezi gibi) saglanmis olur (Kaufmann ve Kabelitz 2002, De
Almeida ve Holoshitz 2011).

Kuslar uzun zamandan beri hem T hiicrelerinin timusta ve
B hiicrelerinin bursa Fabricius'ta olgunlasmasi hem de bu
organlarin kolay kullanilabilir olmasindan dolay1 immun sis-
tem calismalarinda deney hayvani olarak kullanilmaktadir
(Khan ve ark 1998). Buna gore kus tiirlerinde yapilan 6nceki
calismalarda (Adair ve ark 1993) MHC-I, MHC-II ve T hiicre
alt tiplerinin timus, dalak ve kemikiligi gibi lenfoid dokularda
gozlendigi, 6te yandan bu faktorlerin 6rdek (Squillacioti ve
ark 2006) ve tavuk (Abdul-Careem ve ark 2008) gibi tiirle-
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rin bursa Fabricius’larinda da lokalize oldugu gosterilmistir.
Konu ile ilgili olarak kanatl tiirleri arasinda az sayida ¢alis-
maya (Khan ve Hashimoto 1996, Khan ve ark 1998) rastlan-
mis olup bu ¢alismada bir kanatl tiirii olan, keklik bursa Fab-
ricius’'unda CD8, CD68, MHC-I ve MHC-II pozitif hiicrelerin
varligl ve dagilimlarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg¢ ve Yontem
Hayvanlarin segcimi ve doku drneklerinin islenmesi

Calismanin materyalini 5 disi (360-420 g) ve 5 erkek (480-
540 g) olmak tizere toplam 10 adet erigkin (24 haftalik) kinali
keklik olusturdu. Ozel bir yetistirme ciftliginin kesimevinden
temin edilen hayvanlarin kesim sonrasi bursa Fabricius’lar1
total olarak ¢ikarildi ve doku 6rnekleri %10’luk formol-alkol-
de 18 saat boyunca tespit edildi. Bunu takiben dokular, dere-
celi alkoller, metil benzoat ve benzol serilerinden gecirilerek
parafine bloklandi. Her bir hayvana ait bloktan 5 um kalinli-
ginda seri kesitler alinarak 4’er preparat hazirlandi.

Immunohistokimyasal boyama

Keklik bursa Fabricius'unda CD8, CD68, MHC-I ve MHC-II
pozitif hiicrelerin varligin1 belirlemek i¢in, Zymed Histos-
tain Plus Bulk Kit (code: 85-9043, Histostain Plus Bulk Kit,
Zymed, South San Francisco, CA, USA) kullanilarak streptavi-
din-peroxidase yontemi uygulandi (Akbalik ve Ketani 2013).
Kesitler deparafinize ve rehidre edildikten sonra endojen pe-
roksidaz aktivitesini engellemek i¢in metanolde hazirlanmis
%3’ltik H202'de 20 dakika stireyle tutuldu. 0.01M fosfath tuz
cozeltisinde (PBS) 5'er dk stireyle iki kez yikanan kesitler an-
tijen retrieval islemi icin proteaz enzimi uygulamasina tabi
tutuldu. Ettivde 370C’de 10 dk inkiibe edilen kesitler 5 dk
PBS’de iki kez yikandiktan sonra spesifik olmayan boyanma-
y10nlemek lizere protein blocking ¢6zeltisi (Ultra V Block) ile
oda 1sisinda 5-10 dk muamele edildi. Bu islemden sonra ke-
sitler 1:200 sulandirilmis, CD8 [CD8 (UCH-T4), sc-1181; San-
ta Cruz Biotechnology], CD68 (CD68, Clone KP1; cat.no: CM
033 A,B,C; Biocare Medical), MHC-I [HLA class I (B-D11), sc-
65319; Santa Cruz Biotechnology]| ve MHC-II [MHC-II (HLA-
DR) Ab-1 (Clone LN3); Thermo Fisher Scientific Lab Vision
Corporation] fare monoklonal primer antikorlari ile +40C’de
1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 5 dk boyunca 0.01M
PBS’de ti¢ kez yikanan Kkesitler, oda 1sisinda 20 dk boyunca
biotinlenmis sekonder antikor ile muamele edildi ve yine 5
dk boyunca 0.01M PBS’de ii¢ kez yikandi. Daha sonra 20 dk
siire ile streptavidin peroksidaz soliisyonunda inkiibe edilen
kesitler son kez 5 dk boyunca 0.01M PBS’de ti¢ kez yikandi.
Kesitler antijen-antikor reaksiyonunun goriintiilenebilmesi
icin 3’3-diaminobenzidine hydrochloride (DAB) kromojeni
ile 10-15 dk ve zemin boyamasi i¢cin Mayer’s hematoksileni
ile 2-3 dk muamele edildiler. Immunohistokimyasal boyama-
nin spesifikligi i¢in pozitif kontrol olarak CD8, CD68, MHC-I
ve -1 yiizey reseptorlerine sahip hiicrelerin bulundugu bili-
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nen insan tonsil dokusu kullanildi. Preparatlar, dijital kame-
ra (NikonCoolpix 4500) atasmanli 151k mikroskobu (Nikon
E-400, Tokyo, Japonya) kullanilarak fotograflandu.

Bulgular

Kekliklerde, bursa Fabricius’un kloakanin dorsalinde seyret-
tigi ve yuvarlak sekilli oldugu goriildii. Organ duvarinin ise
tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika seroza olmak
lizere 3 katmandan olustugu gozlenirken mukozanin yalanci
cok kath prizmatik epitel ile doseli oldugu ve altindaki bag
dokunun cok sayida lenf folikiilt icerdigi belirlendi.

Keklik bursa Fabricius’'larinda CD8+ hiicrelerin epitel kat-
man ve stromada bulundugu ancak diiz kas katmaninda var
olmadigi goriildii. CD8+ hiicrelerin az sayida ve genel olarak
interfolikiiler alan ile folikiillerin korteks bolgesinde lokali-
ze oldugu, bunun yaninda epitel katmanda ise tek tiik olarak
gozlendigi dikkati cekti (Resim 1A, B).

CD68+ hiicrelerin keklik bursa Fabricius'undaki tiim kat-
manlarda var oldugu ancak stroma i¢inde 6zellikle de folikiil-
lerin hem korteks hem de medullasinda yogunlastig tespit
edildi (Resim 1C, D).

MHC-I+ ve MHC-II+ hiicrelerin folikiillerde ve supepitelyal
alanda bulundugu goriildii. MHC-I+ hiicrelerin genel olarak
folikiillerin hem korteks hem de medullasinda yerlestigi
buna karsin MHC-II+ hiicrelerin ise folikiillerin dzellikle kor-
teksine lokalize oldugu gozlendi (Resim 2A, B, C).

histokimyasal boyanma (ABC immunoperoksidaz boyama, DAB). Bar = 25 um.
Okbas1 pozitif boyanan hiicreleri gostermektedir. a = folikiillerin korteksi, b
= folikiillerin medullasy, ¢ = inter-folikiiler alan, d = inter-folikiiler epitel, s =
supepitelyal alan.
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Tartisma

Kanath hayvanlar, immiinolojik arastirmalar igin temel bir
model olarak gortlmekte ve immun fonksiyonlarin anlasil-
masl1 amaciyla gliniimiizde halen ¢alisilmaya devam etmek-
tedir. Kus tiirlerinin 6zellikle esas amaci B hiicrelerinin fark-
lilasmasi olan ve immunglobulin genlerin ¢esitlendirilmesini
saglayan bursa Fabricius’a sahip olmasi da ayr1 bir 6nem ta-
simaktadir (Funk ve Palmer 2003). B hiicrelerin iiretimine ek
olarak organin, kloakal agiz vasitasiyla antijenlere maruz kal-
dig1 bilinmektedir. Bu ytlizden bursa Fabricius, kendi savun-
ma sistemini olusturmaya ihtiya¢ duyar (Khan ve Hashimoto
1996). Bununla birlikte diger lenfoid dokularda (sekal ton-
siller ve Peyer plaklar1 gibi) oldugu gibi bursa Fabricius da
B lenfositleri, MHC-II molekiillerini eksprese eden hiicreleri
ve hem CD8+ T hiicreleri hem de agirlikli olarak CD4+ T hiic-
relerini icermektedir (Cortes ve ark 1995). Bu bakimdan su-
nulan ¢alisma keklik bursa Fabricius’'unda CD8 immiinoreak-
tivitesi gosterilen ilk ¢alismadir. Tavuklarda bursa Fabricius
ile daha 6nce yapilan immunohistokimyasal ¢alismada (Kon-
Ogura ve ark 1993) kuslarin homolog molekiilii olan memeli
CD8 immiinoreaktivitesinin tespitinde basarisiz olunmus
buna karsin Khan ve Hashimoto (1996), 1 giinliikten 15 haf-
taliga kadar yaptiklari calismada CD8 pozitif hiicrelerin yt-
zey epiteli ve lamina propriya iginde dagihm gosterdigini ve
ozellikle 5. haftada sayilarinin belirgin bir bicimde arttigini
ancak bu haftadan itibaren sayica diisiise gectigini belirle-
mislerdir. Buna ek olarak Cortes ve ark (1995), 4 giinliik civ-
civlerde CD8 pozitif hiicrelerin az sayida ve subepitelyal bol-
ge ile epitel icinde yer aldigini ancak 14 giinliik hayvanlarda
pozitif hiicre sayisiin belirgin bicimde arttigini belirlemis-
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Resim 2. Keklik bursa Fabricius'unda MHC-I (A) ve MHC-II (B, C) i¢in immuno-
histokimyasal boyanma (ABC immunoperoksidaz boyama, DAB), pozitif kontrol
= MHC-II uygulanmis insan tonsil dokusu. Bar = 25 pm. Okbas1 pozitif boyanan
hiicreleri gostermektedir. a = folikiillerin korteksi, b = folikiillerin medullasi, ¢ =
inter-folikiiler alan, d = inter-folikiiler epitel, s = supepitelyal alan.
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ler ve bu durumun yas ile iligkili oldugunu ifade etmislerdir.
Ayrica Odend'hal ve Breazile (1979) bursa Fabricius'daki T
hiicre varliginin sadece diffuz lenfoid alandan kaynaklandi-
gin1 rapor ederlerken bu iddianin aksine Khan ve Hashimoto
(1996), T hiicrelerinin organin lamina propriasina periferik
kandan muhtemelen de kortiko-mediiller sinirda yer alan
post kapillar veniiller vasitasiyla ge¢tigini ve buradan epitel
ve subepitelyal bolgeye hareket ettigini ileri stirmiislerdir.
Sunulan bu ¢alismada da CD8+ hiicrelerin epitel dokudan zi-
yade interfolikiiler alan ile folikiillerin dzellikle korteksinde
lokalize olmasi, lokal savunma agisindan sitotoksik fonksiyo-
nun stromada daha belirgin/iistlin oldugunu, ayn1 zamanda
reaksiyon gosteren hiicre sayisindaki azligin ise yasla iligkili
oldugunu diistindiirmiistir.

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak kus
tiirlerinin sahip olduklar1 makrofajlar da memelilerde oldu-
gu gibi sitokinler iireterek ve fagositik islev gorerek 6nemli
bir rol oynamaktadir (Abdul-Careem ve ark 2008). Monosit/
makrofajlara 6zgii bir glikoprotein olan ve diger l6kositler-
de yer almayan CD68 molekiiliiniin immiinohistokimyasal
olarak demonstrasyonu, doku makrofajlarin1 gostermek
amaciyla siklikla tercih edilen bir yontemdir (Erber 1990).
Ordeklerin bursa Fabricius'unda yapilan bir calismada (Squ-
illacioti ve ark 2006) CD68-pozitif hiicrelerin dncelikle foli-
kiillerin korteks ve medulla sinirinda, ayni zamanda da me-
dullada gozlendigi bildirilirken, tavuk bursa Fabricius'unda
yapilan bir bagka ¢alismada (Berndt ve Methner 2004) ise
CVI-68.1+-makrofajlarin tiim doku boyunca goriilebildigi an-
cak yogun boyanan makrofajlarin daha ziyade interfolikiiler
ve subepitelyal bolge ile bazi folikil hiicrelerinde lokalize
oldugu vurgulanmistir. Sunulan bu ¢alismada CD68+ mak-
rofajlarin 6zellikle folikiillerin korteks ve medullas1 olmak
iizere tiim dokuya yayilmis olmasi, bu peptidin kekliklerde
immiinolojik fonksiyonlari diizenlemede dnemli bir rol oyna-
yabilecegini destekler niteliktedir.

Bugiine kadar MHC molekiillerinin yapi ve islevleri hakkinda
en ayrintili bilgi, insanlar ve fareler ile yapilan ¢calismalardan
gelmistir. MHC-I ve Il molekiillerinin genel olarak benzer bir
yapiya sahip oldugu ancak baglandiklar1 bolgelerin farkli ol-
dugu, bununla birlikte klasik MHC-I molekiillerinin hemen
hemen tiim ¢ekirdekli hiicrelerde, MHC-II molekiillerinin ise
¢ogunlukla antijen sunan hiicrelerde bulundugu bildirilmis-
tir (Kaufman 2008). Onceki calismalarda lenfoid organlarin
farkl bolgelerinde MHC-I ve 11+ hiicreler belirlenmistir. Or-
negin tavuk bursa Fabricius’'unda yapilan bir ¢alismada (Ni-
ikura ve ark 2007) MHC-II+ hiicrelerin esas olarak interfoli-
kiiler alanda ve folikiillerin dzellikle korteksinde goraldiigii
bildirilmistir. Yine tavuk bursa Fabricius'unda yapilan bagka
bir calismada (Cortes ve ark 1995) MHC-II molekiiltint ekp-
rese eden hiicrelerin supepitelyal bdlgeyi isgal ettigi vurgu-
lanirken 6 haftalik piliclerde MHC-II molekiiliinii eksprese
eden hiicrelerin dendritik hiicreler olarak tanimlanabilecegi
ileri stirtilmiistiir.

Akbahk ve ark

Sunulan ¢alismada MHC-I ve Il pozitif hiicrelerin folikiilde ve
subepitelyal alanda var oldugu gorildii. Tavuklarda, aktive
edilmis T hiicreler, B lenfositler, plazma hiicreleri, makro-
fajlar ve dendritik hiicrelerin MHC-II antijenlerini eksprese
ettigi bilinmektedir (Cortes ve ark 1995). Bu bilgiye de da-
yanarak, antijenlere maruz kalan bursa Fabricius’ta kendi
savunma dinamikleri icerisinde MHC-I ve II ekprese eden
hiicrelerin var oldugu ve ayni zamanda MHC-I ve Il pozitif
hiicrelerin immun yanitin diizenlenmesinde 6nemli rol oyna-
diklar1 séylenebilir.

Oneriler

Bu ¢alisma, keklik bursa Fabricius'unda CD8, CD68, MHC-I
ve Il ekprese eden hiicrelerin varligini ve dagilimindaki fark-
Iiligin1 gostermistir. Sonuglar incelendiginde CD8+ hiicrele-
rin stromada daha baskin oldugu ve bu ytizden sitotoksik
fonksiyonun stroma lehine gelistigi; CD68+ makrofajlarin
immiinolojik fonksiyonlarin, bunun yaninda MHC-I ve Il mo-
lekiillerinin ise immun yanitin diizenlenmesinde énemli rol
oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Sonug olarak immun yanitta
rol oynayan bu faktdér ekspresyonlarinin kanath tiirlerinde
yapilacak immunolojik ¢alismalara katki saglayacag: diist-
niilmektedir.
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