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Erigkin albino fare (mus musculus)’ de baz1 peptitlerin trakea,
bronkus ve bronkulus mukozasindaki immunohistokimyasal
lokalizasyonlar1

Kenan Cinar, Emel Demirbag

Stileyman Demirel Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Isparta

Ozet

Bu calismada erigkin albino farelerde (Mus musculus) trakea, bronkus ve bronkulus (bronkulus verus ve
respiratoryus) mukozasinda kalsitonin gen iliskili peptit (Calcitonin Gene-Related peptide=CGRP), serotonin
(5-HT) ve endotelin (Endothelin=ET) salgilayan hiicrelerin lokalizasyonlarmin belirlenmesi amaclanmistir.
CGRP immunoreaktif hiicrelerin trakea, bronkus ve bronkulus respiratoryuslarda ET ile 5-HT ye gore en
fazla oldugu, fakat bu hiicrelerin bronkulus veruslarda ise esit dagilim gosterdigi tespit edildi.
Bu peptitler, endokrin hiicreler disnda musculus transversus trachea ile trakea, bronkus ve bronkulus verus
subepitelyal sinir fibrillerinde de tespit edildi. Ayni1 zamanda bu immunoreaktivitelere bazi kan damarlari,
bag dokusu, alveolar parensim ve trakeal ganglionlarda da rastlandi.

Anahtar Kelimeler: Trakea, bronkus, bronkulus, immunohistokimya, Mus musculus

Abstract

The immunohistochemical localizations of some peptides in mucosa of trachea, bronchus and bronchulus
in adult albino mouse (mus musculus)

In this study, localizations of cells that secrete Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), Serotonin (5-HT)
and Endothelin (ET) in mucosa of trachea, bronchus and bronchulus (bronchulus verus and respiratorius)
were purposed in adult albino mouse (Mus musculus).

It was observed that intensity of CGRP-immunoreactive cells was more numerous than ET and 5-HT in
trachea, bronchus, bronchulus respiratorius but these cells had similar distribution in bronchus verus.
These peptides detected not only in the endocrine cells, but also in subepithelial nevre fibers of musculus
transversus trachea, trachea, bronchus and bronchulus verus. Also these immunoreaktivities were found
in some blood vessels, connective tissue, alveolar parenchima and tracheal ganglions.
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Girig

Diffiiz néroendokrin sistem (DNES) kapsamindaki
(1) solunum sistemi endokrin hiicrelerine yonelik
olarak yapilan ¢alismalarda ¢esitli endokrin hiicreler
kemiriciler (2-9) disinda maymun (10), insan (11,12),
kedi (4), koyun (13), domuz ve képekte (5) de tespit
edilmistir.

Bu ¢alismada immunohistokiyasal lokalizasyonu
belirlenmesi amaglanan peptitlerden serotonin,
pulmonar arter diiz kas hiicrelerinin hipertrofisi ve
proliferasyonunu indiiklemekte ve pulmonar arter
diiz kas hiicrelerinin gégiinii stimiile etmektedir(14).

gelisim siiresince solunum yolu epitelyal hiicrelerinin
proliferasyonu ve gogiinii diizenler (15). Pulmonar
kan damarlarinin vazodilatoriidiir (16,17). Kiiltiirde
bazi vaskular diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu
stimiile eder (18). Bu peptitlerden ET ise kalsiyumun
hiicre i¢i seviyesini arttirarak vazokonstriikksiyona
neden olur. Pulmonar kan damarlarindaki kan
akiminda bir artisa neden olurken, mezenterik ve
serebral sirkiilasyondaki kan akimini azaltir (19,20).
Ayrica pek ¢ok pulmonar hiicre tipi i¢in mitojeniktir
ve bu nedenle pulmonar gelisim siiresince bir bilyiime
faktorii olarak rol oynamaktadir (15).

CGRP eriskinlerin yant sira embriyolorda da pulmonar
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Belirtilen fizyolojik rolleri dikkate alinarak, bu
¢alismada ET, 5-HT ve CGRP’nin trakea, bronkus
ve bronkulus mukozasindaki immunohistokimyasal
lokalizasyonlarinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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Gereg ve Yontem

Bu ¢alismada, 25 adet eriskin erkek albino fare (Mus
musculus)’ye ait trakea, bronkus ve bronkulus
bolgelerinden alman drnekler materyal olarak
kullanildi. Ornekler %10’ luk Formaldehit
soliisyonunda 24 saat siireyle tespit edildi. Rutin
histolojik doku takibinden gegirilen drnekler, parafinde
bloklandi. 5-6 mikrometre kalinliginda alinmis olan
kesitlere PAP (Peroxidase antiPeroxidase) yontemi
(21) uygulandi. Bu yonteme gore kesitler ksilol ve
alkol serilerinden gecirildikten sonra %3’lilkk H,O,
solusyonunda 20 dakika bekletildi. %0.2 Triton X-
100 ve %0.1 Bovine serum albumine (A-7284, Sigma)
iceren 0.01M PBS (pH 7.4)’de yikandi. Normal goat
serum (703404, Novocastra) solusyonunda 20-30
dakika bekletilen kesitler 1/200 oraninda diliie edilmis
rabbit anti-CGRP (Santa Cruz/H-48), rabbit anti-
Endothelin (Sigma/E-1645) ve rabbit anti-Serotonin
(Zymed/18-0077) antiserumlarinda +4 ° C’ de bir
gece tutuldu. Siire sonunda kesitlere 6nce Goat anti
rabbit IgG (1.50; G-5268, Sigma) (20-30 dakika)
daha sonra PAP (1/100; P1291, Sigma) uygulandi.
Kesitlere en son asamada 1.5 ml H,O, igeren DAB
(3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride; 00-2020,
Zymed) solusyonu ile boyama iglemi yapildi. Alkol
ve ksilol serilerinden gegirilen kesitler entellan ile
kapatildi. Belirlenen 5-HT, CGRP ve ET
immunoreaktif endokrin hiicreler trakea, bronkus,
bronkulus verus ve bronkulus respiratoryusun tiim
epitelleri boyunca sayildi ve endokrin hiicrelerin
ortalama miktar1t ANOVA kullanilarak bolgeler
arasinda karsilastirildi. Onem derecesi P=0.05"dir.

Bulgular

Anova (F) testine gore 5-HT, ET ve CGRP
immunoreaktif hiicrelerin bdlgesel olarak (trakea,
bronkus, bronkulus verus, bronkulus respiratoryus)
yogunluklar1 Tablo.1’de verilmistir.

CGRP immunoreaktif hiicrelerin trakea L.
epitelyalis’inde ET ve 5-HT immunoreaktif hiicrelere
gore daha yogun oldugu belirlendi. Benzer sekilde
bronkus L. epitelyalisi’ndeki CGRP immunoreaktif
hiicre yogunlugunun ET ve 5-HT immunoreaktif
hiicrelere gore fazla yogunlukta olduklar tespit edildi.
Bronkulus veruslardaki 5-HT, ET ve CGRP
immunoreaktif hiicre dagilimlarinin ise yaklagik
olarak esit yogunlukta oldugu goézlendi. CGRP
immunoreaktif hiicrelerin bronkulus respiratoryus L.
epitelyalis’inde diger peptitlere gore biraz daha yogun
dagilim gosterdigi belirlendi.

Tablo.1: Endokrin hiicrelerin ¢alisilan bolgelerdeki ortalama miktart
(ortalama + standart sapma)

Bolge CGRP ET 5-HT Anova P<0.05
()
Trakede IR 550+3.334 150+0.563 2.33+0.667 1.125 >0.351
hiicre sayi1s1
Bronkus IR 3.00+0.730 2.67+0.333 2.50+0.619 0.189 >0.830
hiicre sayis1
B. verus IR 2.17+0.307 2.33+0.422 2.67+0494 0.376 >0.693
hiicre sayis1
B.resp IR 267+0.333 250+0.428 3.17+0.792 0.392 >0.683
hiicre sayis1

B. verus: Bronkulus verus; B. resp: Bronkulus respiratoryus;
IR: Immunoreaktif; +: Standart sapma

Uygulanan ti¢ peptite karsi immunoreaktivite gosteren
hiicreler, calisilan bolgelerde birbirine yakin bir
dagilim gostermesine ragmen; bu hiicrelerin trakeadaki
dagilimi diger bolgelere nazaran belirgin bir farklilik
gostermektedir.

Calisilan 5-HT, ET ve CGRP antiserumlarina kars1
ayr ayr1 immunoreaktivite gdsteren hiicrelerin trakea,
bronkus, bronkulus verus ve bronkulus
respiratoryuslarmn epitel hiicrelerinin arasinda dagilim
gosterdigi belirlendi. Immunoreaktif hiicrelerinin
¢ogunun solunum yollart lumenine agilmadigi ve bu
hiicrelerin cogunlukla epitelde bazal konumlu olarak
yerlestikleri gozlendi. Ancak az sayidaki hiicrenin
solunum yolu lumeniyle iliskide oldugu ve bu
hiicrelerin epitelde bazal konumlu olmadiklari tespit
edildi.

5-HT, ET ve CGRP antiserumlar1 uygulanan kesitlerde
belirlenen hiicrelerin disinda bu immunoreaktiviteler
trakea kikirdaklarii birbirine baglayan Musculus
transversus trachea i¢indeki (Sekil 1a,b) ve trakeanin
subepitelyal bolgesindeki sinir fibrillerinde de
gbzlendi. Aym zamanda bir miktar 5-HT, CGRP ve
ET immunoreaktif sinir fibrili bronkuslarin, bronkulus
veruslarmn subepitelyal bolgesi ile bronkuslara komsu
arterlerin tunika intima, tunika media ve tunika
adventisya tabakalarinda (Sekil 1c,d) da tespit edildi.
Ayrica bronkulus respiratoryus bag dokusu iginde,
trakeal ganglionlarda (Sekil 1e) ve akciger iginde
arteriollerin intimasinda az miktarda ET, CGRP ve
5-HT immunoreaktif sinir fibrillerinin yerlesim
gosterdigi belirlendi. Ayn1 zamanda bu
immunoreaktivitelere alveolar parensimde (Sekil 1f)
de rastland1. 5-HT immunoreaktif hiicreler bronkulus
respiratoryusun bag dokusu tabakasinda ve bronkusa
komsu arterlerin tunika adventisya ve tunika intima
tabakasi ile sinir fibrillerinde, ET immunoreaktif ve
CGRP immunoreaktif hiicrelerin akciger
arteriollerinde genis bir yayilim géstermedikleri tespit
edildi.
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ET, CGRP ve 5-HT immunoreaktif hiicrelerin ¢aligtlan
biitiin bolgelerde kiime olusturmayip tek tek dagilim
gosterdigi tespit edildi. Bu immunoreaktif hiicre
nukleuslarinin bazal konumlu oldugu ve hiicrelerin
Iumene dogru giderek daralan bir yapiya sahip oldugu
go6zlendi (Sekil 1g,h). Ayrica trakeadan itibaren
intrapulmonal solunum yollarina dogru immunoreaktif
hiicrelerin biiyiikliiklerinin azaldig tespit edildi.
Sekil 1a:Musculus transversus trachea’da 5-HT
immunoreaktif sinir fibrilleri (oklar) X400;
b:Musculus transversus trachea’da ET immunoreaktif
sinir fibrilleri (oklar) X400; c:Arter duvarinda ET
immunoreaktif sinir fibrilleri (oklar) X400; d: Arter
duvarinda 5-HT immunoreaktif sinir fibrilleri (oklar)
X400; e:Trakeal ganglionda 5-HT immunoreaktif
sinir fibrilleri (ok) X400; f:Alveolar parengimde 5-
HT immunoreaktif hiicre (ok) X400; g:Trakea’da
CGRP immunoreaktif hiicre (oklar) X400;
h:Bronkulus verus’ta ET immunoreaktif hiicre (ok)
X400

Sekil 1a:Musculus transversus trachea’da 5-HT immunoreaktif sinir
fibrilleri (oklar) X400,

b:Musculus transversus trachea’da ET immunoreaktif sinir fibrilleri
(oklar) X400;

c:Arter duvarinda ET immunoreaktif sinir fibrilleri (oklar) X400;
d:Arter duvarinda 5-HT immunoreaktif sinir fibrilleri (oklar) X400;
e:Trakeal ganglionda 5-HT immunoreaktif sinir fibrilleri (ok) X400,
f:Alveolar parensimde 5-HT immunoreaktif hiicre (ok) X400;
g:Trakea’da CGRP immunoreaktif hiicre (oklar) X400;
h:Bronkulus verus’ta ET immunoreaktif hiicre (ok) X400

Tartigma ve Sonug

Pulmonal néroendokrin hiicrelerin memeliler disinda
siiriingen ve kus tiirlerinin larinks, soluk borusu,
primer ve sekonder bronkuslar ve bronkulus
mukozasinda yerlesim gosterdigi belirlenmistir
(3,13,22-25).

Keith ve Ekman (23) ile Verastegui vd. (26) CGRP
immunoreaktivitesinin farelerde akcigerlerin bronkus
ve bronkuluslarini da igeren ¢esitli bolgelerinde sinir
sonlanmalari, néroendokrin hiicreler ve néroepitelyal
hiicre kiimelerinde genis bir dagilima sahip oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica sinir sonlanmalarmm Lamina

epitelyalis (L. epitelyalis), ndroendokrin hiicreler ve
diiz kas tabakasi ile sik1 bir iligki i¢ginde oldugunu ve
bir miktar immunoreaktif sinir hiicre kiimesi ile
ganglion hiicrelerinin de bulundugunu belirtmislerdir.
Luts vd. (27)’nin CGRP immunoreaktivitesine yonelik
olarak insanlarda yaptiklar1 ¢calismada CGRP
immunoreaktivitesine sahip endokrin hiicrelerin az
sayida olup L. epitelyalis altinda, diiz kas demetlerinin
arasinda, kan damarlarinda, trake serémiikoz
bezlerinin ¢evresinde ve bronkuslarda dagilim
gosterdiklerini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar (27)
L.epitelyalis’te CGRP igeren sinir fibrillerinin
bulunmadigini belirtirlerken, immunoreaktif fibrillerin
lokal ganglionlarda orta miktarda ve pulmonar
parensimde kan damarlar1 ¢evresinde ise az sayida
yerlesim gosterdiklerini belirtmislerdir. Bu ¢aligmada
da arastiricilarin (23,26,27) bulgulariyla uyumlu
olarak CGRP immunoreaktivitesinin trakea, bronkus
ve bronkulus lamina epitelyalisi, diiz kas tabakast,
akcigerlerin ¢esitli bolgelerinde bulunan sinir
sonlanmalar ve subepitelyal sinir fibrillerinde dagilim
gosterdigi belirlendi.

Ancak arastiricilarin fare (26) ve hamster (23)’de
CGRP immunoreaktif hiicrelerin kiimeler halinde
bulunduklarmi bildirmelerine karsin bu ¢alismada bu
immunoreaktif hiicrelerin kiimeler olusturmadig:
belirlendi. Ayn1 zamanda Keith ve Ekman (23) CGRP
immunoreaktif sinir fibrillerinin akcigerlerdeki
arteriollerde bulunmadigini belirtirlerken, bu
¢aligmada belirtilen damarlarin intima tabakasinda
bu immunoreaktiviteyi gosteren fibrillerin bulundugu
saptandi. Ayrica Luts vd. (27) trakea seromiikoz
bezlerinin ¢evresinde CGRP immunoreaktivitesi
bulundugunu bildirirlerken, bu ¢alismada trakeal
bezlerde CGRP immunoreaktivitesine rastlanmadi.
Fu vd. (28) memelilerde (hamster, tavsan, fare, insan)
yaptiklar ¢alismada akcigerlerdeki noroepitelyal
hiicre kiimelerinde 5-HT immunoreaktivitesi tespit
etmiglerdir. Verastegui vd. (13) 5-HT
immunoreaktivitesi igeren endokrin hiicreler ve
noroepitelyal hiicre kiimelerinin farelerde akciger
icinde genis bir dagilim gosterdiklerini belirtmislerdir.
Buna karsin Keith ve Ekman (23) hamsterlarda
trakeadan bronkus, bronkulus ve alveolar kanallara
kadar olan tiim solunum yollarinda 5-HT igeren hem
tek haldeki noéroendokrin hiicrelerin hem de
noroepitelyal hiicre kiimelerinin az sayida yerlesim
gosterdiklerini bildirmiglerdir. Lauweryns vd. (29)
tavsan ve domuzlarda yaptiklari calismada 5-HT
immunoreaktif hiicrelerin intrapulmonal néroepitelyal
hiicre kiimelerinde yerlesim gosterdigini
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bildirmislerdir. Bu ¢aligmada ise Lauweryns vd.
(29)’nin bulgulartyla benzer bigimde immunoreaktif
hiicrelerin tavsanda trakea, domuzda bronkus L.
epitelyalis’inde tek hiicrelerin ¢ok sayida oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica Keith ve Ekman (23)’m 5-HT
immunoreaktif sinir fibrillerinin akcigerlerdeki
damarlarda bulunmadigini bildirmelerine karsm, bu
calismada akcigerdeki arteriollerin intima tabakasinda
5-HT immunoreaktivitesine sahip sinir fibrilleri
gozlendi.

Seldeslaugh ve Lauweryns (4) ile Kakui vd. (30)
hamsterlarda yaptiklar1 ¢alismada akcigerlerde ET
immunoreaktivitesi tespit etmislerdir. Arastiricilarin
(4,30) bulgulariyla paralel olarak farelerde yapilan
bu ¢alismada da bronkuslar, intrapulmonal solunum
yollar1 ve alveolar parensimde ET immunoreaktivitesi
bulundu.

Guembe ve Villaro (31) farelerde ET immunoreaktif
hiicrelerin solunum yolu L.epitelyalis’inde genis bir
dagilima sahip oldugunu ozellikle bronkus ve
bronkulus L.epitelyalis’inde daha yogun
gozlendiklerini belirtmislerdir. Bu ¢ailsmada da benzer
bulgular elde edildi. Arastiricilarin (31) bulgulariyla
benzer sekilde ayn1 zamanda bazi akciger parensimal
hiicrelerinde de ET immunoreaktivitesi tespit edildi.
Buna karsin Carr vd. (7) farelerde ET
immunoreaktivitesinin bronkulus L.epitelyalis’inde
trakea ve bronkus L.epitelyalis’indeki ET
immunoreaktivitesine gore daha yogun oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise trakea, bronkus ve
bronkuluslardaki ET immunoreaktivitesinin hemen
hemen ayni oldugu tespit edildi.

Goldie vd. (32) fare intrapulmonal solunum yollar1
submukozal bezlerinin ET immunoreaktivitesine
sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada ise
intrapulmonal solunum yollart submukozal bezlerinde
ET immunoreaktivitesine rastlanmadi.

Guembe ve Villaro (31) ve Goldie vd. (32) farelerde
bronkus ve bronkuluslarin diiz kas tabakasi,
subepitelyal sinir fibrilleri, akciger parensimal
hiicreleri ve kan damarlarinda ET immunoreaktivitesi
tespit etmislerdir. Bu ¢alismada da arastiricilarin
(31,32) bulgulariyla uyumlu olarak belirtilen
bolgelerin ET immunoreaktivitesine sahip olduklar
belirlendi.

Sonug olarak 5-HT, CGRP ve ET peptitlerinin erigkin
albino fare (Mus musculus) solunum yollar1 (trakea,
bronkus, bronkulus verus, bronkulus respiratoryus) nin
endokrin hiicreleri disinda diger mukozal
elemanlarinda da bulunduklari ve genis bir yayilim
gosterdikleri tespit edildi. Bu galigsma belirtilen

peptitlerin bolgesel ve mukozal lokalizasyonlarmin
belirlenmesine yonelik olarak yapilmistir. Ancak
calismanin farmakoloji ve fizyoloji gibi farkh bilim
dallarin1 kapsayan, 6zellikle ¢esitli ilaglarla
ndropeptitlerin karsilikh etkilesiminin solunum sistemi
iizerinde yapacagi etkilerle iligkili daha ileri diizeyde
yapilacak olan multidisipliner ¢alismalara 151k
tutacagma inanilmaktadir.
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