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Ozet : Memeli akciger gelisimi hiicreler ile ekstraselliiler matriksler arasinda gerceklesen kompleks
etkilesimleri icerir. Bu siire¢, fibronektin, laminin, kaderin, katenin ve kollajen gibi bir dizi matriks bileseni
ve adezyon molekiilii tarafindan diizenlenmektedir. Glukokortikoidler fotal akciger gelisiminde merkezi bir
role sahiptir. Ornegin, gebelik sirasinda glukokortikoid uygulamasinin akciger gelisiminde degisiklige neden
oldugu bilinmektedir. Bu calismada, eksojen glukokortikoidlerin fibronektin, kaderin ve beta-katenin
molekiillerinin gelisimsel profili {izerine etkilerini belirlemek i¢in immunohistokimyasal bir yontem
uygulandi. Deksametazon gebeligin 11., 12., 13. ve 14. giinlerinde hamile farelere verildi. Hayvanlar 12., 13.,
14. ve 15. giinlerde kesildi ve fibronektin, pan-kaderin ve beta-katenin poliklonal antikorlari ile boyandi.
Bulgularimiz, distal epitelyum, iletici hava kanallar1, bazal membranlar, kanallarin liimene bakan yiizeyleri
ve mezensim hiicrelerinde fibronektin, pan-kaderin ve beta-katenin reaktivitelerinin benzer oldugunu
gosterdi. Bu sonuglar, 24 saatlik dogum 6ncesi deksametazon uygulamalarinin incelenen devrelerde gelisen
akciger dokularinda fibronektin, kaderin ve beta-katenin icerikleri iizerine tam bir etkisinin olmadigin
diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Akciger gelisimi, Deksametazon, Fibronektin, Kaderin, Beta-katenin, Fare.

THE EFFECTS OF GLUCOCORTICOIDS ON THE DISTRIBUTION
OF FIBRONECTIN, CADHERIN AND BETA-CATENIN
MOLECULES DURING MOUSE LUNG DEVELOPMENT

Abstract : Mammalian lung development involves complex relationships between cells and extracellular
matrices. This process mediated by a series of matrix components and adhesion molecules such as
fibronectin, laminin, cadherin, catenin and collagen. Glucocorticoids play a central role in fetal lung
development. For example it is known that, glucocorticoid administration during pregnancy alters the
maturation of the lung. In the present study, we used an immunohistochemical method to evaluate the
possible effect of exogenous glucocorticoids to developmental profile of fibronectin, cadherin and beta-
catenin molecules. Dexamethasone was administrated to pregnant mice on days 11, 12, 13 and 14 of
gestation. Animals were sacrificed on days 12, 13, 14 and 15, and stained with polyclonal antibodies to
fibronectin, pan-cadherin and beta-catenin. Our results indicated that staining reactivities of fibronectin, pan-
cadherin and beta-catenin were similar in distal epithelia, conductive airways, basal membranes, luminal
surfaces of airways and mesenchymal cells. Therefore, we suggest that, 24 hourly antenatal dexamethasone
treatments couldn’t completely affect fibronectin, cadherin and beta-catenin contents in evaluated periods of
developing lung.

Keywords: Lung development, Dexamethasone, Fibronectin, Cadherin, Beta-catenin, Mouse.
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1. GiRiS

Morfogenez, hiicre proliferasyonlari, epitelyal
tabakalarin kivrilma ve katlanmasi, epitelyal
tiiplerin olugsmasi ve dallanmasi, epitelyal ve
mezensimal  formlarin  karsilikli  olarak
birbirlerine doniisiimii, hiicrelerin gocii ve
fizyolojik olarak Olmeleri gibi cok sayida
mekanik siireci igerisinde barindirir [1]. Bu
siireclerin  diizenlenmesi,  transkripsiyon
faktorleri, biiyiime faktorleri ve reseptorleri

gibi DNA  baglayan proteinler ile
gerceklesmektedir  [2]. Bu  faktorler,
ekstraselliiler glikoproteinler [3],

ekstraselliiler matriks reseptorleri [4], hiicre
adezyon molekiilleri, hiicre ici sitoiskelet
proteinleri, enzimler ve  substratlarim
diizenleyerek embriyonik gelisimde
morfogenez acisindan Onemli olan hiicre-
ekstraselliiler matriks iligkilerini yonlendirir
[5]. Hiicrelerin, cevrelerindeki ekstraselliiler
matrikse fiziksel adezyonu iic boyutlu doku
organizasyonunun siirdiiriilmesinde 6nemli bir
rol oynar.

Ekstraselliiller matriksin ana bilesenlerinden
biri olan fibronektin embriyonik gelisim
sirasinda hiicre gocii ve organ morfogenezi
acisindan 6nemli bir role sahiptir [6].

Hem embriyogenezde hem de yetiskinlerde
bircok dokuda yer alan kaderinler, kalsiyuma
bagli hiicre-hiicre adezyonunda gorev alan
biiyiik bir transmembran glikoprotein ailesidir
[7,8]. Kaderinlerin rollerinin sadece hiicreler
arasindaki mekanik adezyonda olmadigi ayni
zamanda hiicre hareketi, hiicre tanimasi gibi
morfogenetik olaylarda ve hiicre ve doku
polaritesinin yapisal ve fonksiyonel olarak
siirdiiriilebilmesi gibi durumlarda da Gnemli
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle gelisim
sirasinda  doku morfogenezinde kaderin
ailesinin  hiicre-hiicre adezyon proteinleri
(klasik kaderinler, protokaderinler ve Fat,
Dachsous ve flamingo gibi atipik kaderinler)
biiyiik 6nem tagimaktadir [9].

[k olarak kaderin ailesinin sitoplazmik ucuna
baglanan  proteinler olarak tanimlanan
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kateninler, sitoiskelet ile hiicre disi adezyon
sistemlerini birlestiren bir grup hiicre igi
adezyon molekiilleri ailesidir [10-13].

Immun baskilayic1 ve anti-inflamator etkileri
nedeniyle otoimmun hastaliklarda, alerjik ve
inflamatér bozukluklarda, allograft reddinde
ve lenfoid malignensilerinde yaygin olarak
kullanilan [14,15] glukokortikoidler hiicre igi
reseptorlerine baglanarak bir¢cok biyolojik
aktivitenin gerceklesmesinde etkili kiigiik
lipofilik molekiillerdir [16]. Bu molekiillerin
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerini
[17], hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini
ve apoptozisi kontrol ederek akciger [18],
beyin [19, 20], retina [21], kalp [22], bobrek
[23] ve timus gelisiminde [24] 6nemli roller
oynadig bilinmektedir.

Bu calismada akciger gelisimi sirasinda
eksojen  bir  glukokortikortikoid  olan
deksametazonun hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimlerinde ve hiicre gociinde son
derece Oonemli molekiiller olan fibronektin,
kaderin ve katenin molekiillerinin dagilislart
tizerine etkileri 12, 13, 14 ve 15 giinlikk
embriyolarda immunohistokimyasal
yontemlerle aragtirilmisgtir.

2.MATERYAL VE METOT

2.1. Embriyolarin ve Dokularin Eldesi

Vaginal smearlarinda kornifiye epitel hiicre
gorillen Balb/c tipi disi fareler Ostrus
siklusunda olarak degerlendirildi ve erkek
farelerin yanina koyularak ciftlesmeleri
saglandi. Ertesi giin, vaginal plak belirlenen
fareler ~ hamileligin 0. ginii  olarak
degerlendirildi. Hamileligin 11., 12., 13. ve
14. giinlerinde farelere deksametazon sodyum
fosfat (ONADRON® Ampul, L.E. Ulagay) 5
ml/kg seklinde tek doz olarak intraperitonal
olarak uygulandi. Kontrol amaclh olarak ayni
miktar ve sekilde serum fizyolojik uygulandi.
24 saat sonra kontrol ve uygulama gruplarina
ait 4’er adet fare servikal dislokasyon ile
oldiiriilerek diseke edildi 12, 13, 14 ve 15
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glinliik toplam 65 embriyo alinarak fosfat
tamponlu %10 notral formalin 100 ml
formalin + 900 ml %0,9’luk NaCl) ve Saint
Marie (990 ml %95 etanol + 10 ml asetik asit)
fiksatifleri ile bir giin boyunca tespit edildi.
Artan alkol serilerinden gecirilerek sudan
kurtarilan dokular ksilol ile seffaflandirilarak,
parafine gOmiilerek bloklandi. Alman 5
wm’luk  kesitler polilizin kapli lamlara
(Surgipath)  yayildi. Hazirlanan lamlar
standart histolojik yontemler kullanilarak
ksilol ile parafini uzaklastirildi ve % 100’den
baslayarak inen alkol serilerinden gegirilip
sulandirildi. Genel histolojik yapiyr gormek
amaciyla kesitler hematoksilen-eozin ile
boyand.

2.2. immunohistokimya Boyamalari

Deney ve kontrol gruplarindaki embriyolara
ait akciger dokularinda fibronektin, kaderin ve
katenin ~ molekiillerini  belirlemek  igin
immunohistokimya  yontemi  uygulandi.
Kisaca, bir gece 60°C’de tutulan kesitler sulu
hale getirildi ve fosfat tampon tuzu (PBS) ile
3 defa 5’er dakika yikanarak nem odasina
alindi. Kesitler, fiksasyon  sirasinda
formaldehitin proteinler arasinda olusturdugu
capraz peptit baglarinin kirllmasini saglamak
icin tripsin (Sigma) ile 37°C de 15 dakika
muamele edildi. PBS ile tekrar yikanan
kesitler 5 dakika %3 hidrojen peroksit (H,0,)
ile muamele edilerek istenmeyen endojen
peroksidaz aktivitesi yok edildi. Tekrar
tamponla yikanan kesitlere antijenik alanlarin
disinda  kalan  bolgelerin - kapatilmasini
saglamak icin oda sicakliginda 5 dakika Ultra
V Blok serum (TA-015-UB, UltraVision
Detection system Anti-Polyvalent HRP/DAB)
uygulandi. Hemen ardindan kesitler fare
dokularina  ozgiillik  gOsteren  tavsan
poliklonal birincil antikorlart [fibronektin Ab-
10 (RB-077-R7, Lab Vision), Pan kaderin Ab-
4 (RB-1524-R7, Lab Vision), katenin-beta
Ab-2 (RB-1491-R7, Lab Vision)] ile 1 gece
+4°C’de inkiibe edildi. Yikama isleminden
sonra kesitler fare dokularina baglanabilen
biotinlenmis ke¢i  Anti-Polivalent ikincil

antikoru (TP-015-BN UltraVision Detection
system Anti-Polyvalent HRP/DAB) ile inkiibe
edildi ve ardindan yikama islemi tekrarlandi.
Daha sonra streptavidin peroksidaz (TS-015-
HR UltraVision Detection system Anti-
Polyvalent HRP/DAB) ile 15 dakika muamele
edilen kesitler yikandiktan sonra
immunreaktiviteleri goriiniir hale getirmek
icin diaminobenzidin (DAB) ile 5 dakika
boyandi. Negatif kontrol olarak, birincil
antikor yerine PBS kullamldi. Hematoksilen
ile karsit boyanan ve distile su ile yikanarak
artan alkol serileri ile sulu hale getirilen
kesitler kapatma ortam (Entellan®, Merck) ile
kapatilarak 11k mikroskobunda incelendi.

3.BULGULAR

3.1. Akciger Dokusunda Immuno
histokimya Boyamalari

Fibronektin: Poliklonal anti fibronektin
antikoru ile yapilan immunohistokimyasal
calismalarda iletici hava kanallari ve distal
epitelyumlarin duvar ve liiminal yiizeylerinde
incelenen tim donem ve gruplarda bir
reaksiyon goriilmemistir. Kontrol grubunda
iletici hava kanallarim1 c¢evreleyen bazal
tabakalarda goriilen boyanma 14. ve 15.
giinlerde azalmigtir. Uygulama grubunda ise
bazal tabakalar genellikle zayif boyanmistir.
Distal epitelyumlara ait bazal tabakalarda ise
sadece 14. giinde fibronektin reaktivitesine
rastlanmustir. fletici hava kanallarina yakin
olarak  bulunan mezensimin  Kkontrol
grubundaki tiim embriyonik donemlerde
reaksiyon verdigi, uygulama grubunda ise bu
reaksiyonun zayifladigi goriilmiistiir. Distal
epitelyumlarin yakininda yer alan
mezensimde ise kontrol ve uygulama
gruplarinda zayif boyanmalar goriilmektedir
(Sekil 1,2, sol panel).

Pan Kaderin: E-, N-, P- ve R-kaderinlere
spesifik poliklonal anti pan-kaderin antikoru
ile yapilan immunohistokimyasal caligmalarda
iletici hava kanallann ve distal epitelyum
duvarlarinda ve liminal yiizeylerinde
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boyanmaya rastlanmamistir. Bunun yaninda
iletici havayollarinin bazal tabakalar1 kontrol
grubunda tim donemlerde  boyanirken
uygulama grubunda sadece 13., 14. ve 15.
giinlerde  boyanma  goriilmiistiir.  Distal
epitelyumlar1 kusatan bazal tabakalar kontrol
grubunda sadece 12 ve 13. giinlerde,
uygulama grubunda ise 14 ve 15. giinlerde
zayif bir sekilde boyanmustir. fletici hava
kanallarini ¢evreleyen mezensim hem kontrol
grubunda hem de uygulama grubunda anti-
pan kaderin antikoru ile reaksiyon vermistir.
Distal epitelyumlart kusatan mezensim ise her
iki grupta da zayif boyanmistir (Sekil 1,2, orta
panel).
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[Katenin:  Poliklonal  anti-B-katenin
antikoru ile yapilan immunohistokimyasal
calismalarda iletici hava kanallarinin duvar ve
liminal yiizeyleri kontrol ve uygulama
gruplarinda benzer olarak sadece 14 ve 15.
giinlerde reaksiyon vermistir. Hava kanallarini
cevreleyen bazal tabakalar kontrol grubunda
genellikle zayif boyamirken  uygulama
grubunda bu boyanma artmuistir. Distal
epitelyumlan kusatan bazal tabakalar ise her
iki grupta da zayif boyanmistir. Hem kontrol
hem de uygulama grubunda iletici hava
kanallarimt ve distal epitelyumlan c¢evreleyen
mezensim genellikle zayif boyali olarak
goriilmektedir (Sekil 1,2, sag panel).
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Pan kaderin
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Sekil 1. Farkli embriyonik donemlerde kontrol grubuna ait akciger dokularinda immunohistokimya boyanmalarinin
karsilastirilmasi. IH: iletici hava kanali. D: distal epitelyum, M: mezensim, Ok: distal epitelyumu ¢evreleyen bazal tabaka, ok
bast: iletici hava kanalini ¢evreleyen bazal tabaka, ici dolu yildiz: distal epitelyumu ¢evreleyen mezensim, i¢i bos yildiz: iletici
hava kanalin1 ¢evreleyen mezensim. Barlar: S0um.
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Fibronektin Pan kaderin
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Sekil 2. Farkli embriyonik dénemlerde uygulama grubuna akciger dokularinda immunohistokimya boyanmalarinin
karsilastirilmasi. IH: Iletici Hava kanal1. D: distal epitelyum, M: mezensim, Ok: distal epitelyumu ¢evreleyen bazal tabaka, ok

bast: iletici hava kanalin1 gevreleyen bazal tabaka, I¢i dolu yildiz: distal epitelyumu gevreleyen mezensim, ici bos yildiz: Tletici
hava kanalim1 ¢evreleyen mezensim. Barlar: S0um.
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4. TARTISMA

Memeli  akciger  gelisimi,  hiicrelerle
ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesimlere
baghdir [25, 26]. Cok sayida ekstraselliiler
matriks  bileseninin  akciger  gelisimine
katildigi bilinmektedir [27-30].

Cok fonksiyonlu bir glikoprotein ailesi olan
fibronektinler embriyogenezde de hiicre-
matriks etkilesimleri, hiicre adezyonu, gocii
ve proliferasyonu gibi bir ¢ok biyolojik olayda
rol alirlar [31-33].

Poliklonal anti-fibronektin antikoru ile yapilan
immunohistokimya caligmalarinda kontrol ve
uygulama  gruplarinda, incelenen tiim
donemlerde iletici hava kanallan1 ile distal
epitelyumun  bazal tabakalarinda ve
mezensimde fibronektin reaktivitesine
rastlanmistir. Daha once yapilan ¢aligmalarda
fibronektinin 13, 15, 17 ve 20 giinliik prenatal
fare embriyolarindaki akcigerlerde brons
epitel hiicrelerinde zayif olmak iizere,
mezensim hiicrelerinde ve damar endotel
hiicrelerinde  [34], sican ve tavsan
embriyolarinda epitelyal kanallarin bazal
tabakalarinda goriildiigii bildirilmistir [35-37].
Fibronektinin boyanma yogunlugu, uygulama
grubunda kontrol grubuna oranla biraz
azalmis olsa da genellikle benzerdir. Fotal
akcigerin gelisimi i¢in mezensim ve epitel
arasindaki etkilesim bir noktada ekstraselliiler
matriksin  bilesimi  ve/veya  yapisindaki
degisimlerle gerceklesir [35]. Fibronektin
yapilarinin Ozellikle iletici hava yollarinin ve
distal epitelyumun bazal tabakalarinda ve bu
kanallara yakin mezensimde yerlesmis olmasi,
bu bolgelerin tiibiil olusumu ve dallanma ile
devam eden akciger gelisiminde hiicre-hiicre
ya da hiicre-matriks etkilesimlerinde ve

akciger parankimasinin ve  stromasinin
sekillenmesi icin gerekli oldugunu
diisiindiirmektedir  [34]. Benzer sekilde,
fibronektin dagilimlarinin ozellikle

pseudoglandular evrede (farede embriyonik
hayatin 9.5. giinii ile 16.5. giinii arasinda)
gelisen hava kanallarinin dallanma
bolgelerinde yogun olarak bulundugu [38] ve

dallanma sirasinda hiicre-hiicre adezyonundan
hiicre-matriks adezyonuna gecis asamasi igin
gerekli oldugu gosterilmistir [39].

Kaderin molekiilleri embriyonik gelisim
sirasinda dokularin yerlesiminde Onemli bir
rol istlenirler [40]. Yapilan caligmalarda, 13
ve 15 giinlik embriyolarda hava kanallarim
olusturan epitelyal hiicrelerde E- ve P-
kaderinlere rastlanmig, P- kaderinin ilerleyen
evrelerde bronsiyollerde goriiliirken iletici
hava kanallarinda yer almadigt One
siriilmiistiir [41]. Pan-kaderin poliklonal
antikor ile yapilan bu immunohistokimya
boyamalarinda, incelenen tim grup ve
embriyonik donemlerde iletici hava kanallari
ve distal epitelyumlara ait hiicrelerde bir
reaksiyona rastlanamamustir. Kaderin
reaktivitesinin genellikle hava kanallarinin
bazal tabakalarina ve mezensime sinirli
olmasi ise bu molekiillerin benzer bolgelerde
yerlesim gosteren katenin molekiilleri ile
birlikte  akciger =~ morfogenezinde  rol
alabilecegini diisiindiirmiistiir.

B-katenin, E-kaderinin sitoplazmik kuyrugu
ve aktin filamentlerine bagli bir protein olan
o-katenin ile etkileserek hiicresel adezyon
olaylarinda rol alan bir molekiildiir [42,43].
Solunum  epiteli  hiicrelerinde  -katenin
dagilimlarinin normal akciger morfogenezi
acisindan  gerekli oldugu  goOsterilmistir.
Farelerde, periferal akciger tiibiillerinin
olusumu ve sekillenmesinin, solunum epiteli
hiicrelerinde B-katenin dagilimnmn azalmasi
ile bozuldugu one siiriilmiistiir [44]. Akciger
organogenezinde Notch, TGF/BMP, sonic
hedgehog (Shh), FGF, EGF ve Wnt gibi
cesitli sinyalleme yolaklar1 rol almaktadir
[45]. Bu agdan, [B-katenin,  sinyal
transditkksiyon =~ mekanizmalar1  acisindan
onemli bir bilesik olmaktadir.

Wnt protein ailesi, hiicre 6zellesmesi,
proliferasyonu, hiicre polaritesi ve gogii gibi
cesitli gelisimsel siireclerde rol alan 19 tiyeli
biiyiik  bir glikoprotein  ailesidir. Wnt
sinyallemesinin eksik diizenlenmesi
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embriyonik  gelisimde  c¢esitli  gelisim
hasarlarina neden olur [46]. B-kateninin Wnt
sinyallemesinde 6nemli bir molekiil oldugu ve
farklilagsan alveolar epitelyumun sitoplazma
ve nukleuslarinda hava kanallarina komsu
mezengimde yer aldigi belirlenmistir [47]. B-
katenin aracilig ile gerceklesen
sinyallemelerin akcigerlerin periferal
yollarinin ~ olusumunda  6nemli  oldugu
belirtilmistir [44]. Wnt sinyalleme
eksikliginde B-kateninin sitosolik diizeyinde
bir azalma meydana gelmektedir [48]. P-
katenindeki azalma, farklilasmis alveolar
epitel hiicrlerin sayisinda 6nemli bir azalmayi
ve silli hiicreler ile Clara hiicrelerin sayisinda
ise  goreceli  bir artist  beraberinde
getirmektedir [49]. Anti-B-katenin poliklonal
antikorlar ile yapilan bu ¢alismalarda kontrol
ve uygulama gruplarn arasinda [-katenin
dagilimi  agisindan  belirgin ~ bir  fark
bulunamamustir. Ancak hava kanallarinin
duvar ve luimenlerinde hem kontrol, hem de
uygulama grubuna ait 12 ve 13 giinliik
embriyolarda boyanma goriilmezken 14. ve
15. giinlerdeki embriyolarda B-katenin
dagilimlarina rastlanmstir. Ote yandan, hava
kanallarinin bazal tabakalar1 ve mezensimde
incelenen tim grup ve embriyonik
donemlerde B-katenin reaksiyonlari
gozlenmistir. Transgenik fareler ile daha 6nce
yapilan  caligmalarda  da  [P-kateninin
embriyonik hayatin 13,5 ve 18,5 giinlerinde
bazal zarlarda, hava kanallarinin duvarim
olusturan epitel hiicrelerinde ve mezensim
hiicrelerinde yer aldig belirlenmistir [44, 50].
Ote yandan, incelenen tiim gruplarda ve
embriyonik donemlerde B-katenin
lokalizasyonlarinin  kaderin lokalizasyonlari
ile benzer olmasi ilgingtir. Cok biiyiik
olasilikla kaderin molekiilleri [-katenin
molekiilleri ile etkileserek akciger
morfogenezine katilmaktadir.

Glukokortikoid hormonlarinin diger dokular
yaninda akciger gelisiminde de 6nemli roller
oynadig [18,51, 52] ve surfaktan iiretimini
dengeledigi bilinmektedir [53]. Ancak bu
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hormonun akcigerlerdeki molekiiler
mekanizmalar {izerine etkileri konusunda
yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Glukokortikoidlerin dolayli etkileri hiicre-
hiicre ya da hiicre-matriks etkilesimleri
tizerine olabilir [54]. Deksametazonun insan
fotal akciger fibroblastlarindan fibronektin
salimminda doza bagimh bir etkisi oldugu
[55] ve reseptor aracilign ile glukokortikoid
sinyallemesinin epitel hiicrelerinin tip 1
hiicrelerine  doniigiimiinii  kolaylastirdigi
gosterilmistir  [56].  Bununla  birlikte,
glukokortikoidlerin fotal akciger dokularinda
hava bosluklarini genisletirken epitel dokuda,
bag dokusunda ya da damarlanmada bir
degisiklik  olusturmadigi, fakat epitel-
mezengim etkilesimlerinde bir artisa neden
oldugu belirlenmistir [57]. Bu caligmada
deksametazon uygulanan grup ile kontrol
grubu arasinda, antikor paneli acisindan
onemli bir degisiklik goriilmemistir. Bu

durumda, prenatal uygulanan
glukokortikoidlerin ~ embriyonik  akciger
dokusundaki ekstraselliiler matriks

bilesenlerinin dagilimi iizerine bir etkisinin
olmadigim sdylemek miimkiindiir. Ancak,
glukokortikoidlerin fotal akcigerden
fibronektin salinimu iizerine doza bagimli bir
etkisi oldugu [55] diisiincesi goz Oniine
alindiginda, bu uygulamay: farkli dozlarda da
denemek yararli olacaktir.
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