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Anahtar Kelimeler Ozet: Bu calismada, koyun (Ovis aries), (alt ve iist) trake mukozasinda GAL

Trakea, (Galanin), PHI (Peptit Histidin izoldsin) ve Leu-Enk (Leu-Enkefalin) peptitlerinin
Mukoza, immunohistokimyasal lokalizasyonlarinin belirlenmesi amaglandi. Ust trake lamina
ggﬁ;omsmklmya' epitelyalisindeki GAL, PHI ve Leu-ENK immunoreaktif hiicrelerin yogunlugunun alt

trakeye gore daha fazla oldugu saptandi. PHI immunoreaktif hiicrelerin ise iist trake
lamina epitelyalisinde diger peptitlere gore daha fazla sayida bulundugu belirlendi.
GAL, PHI ve Leu-ENK immunoreaktivitesine ayni1 zamanda diiz kas, seromukoz bez
hiicreleri, bu bezler ile kan damarlari ¢evresinde ve gangliyon hiicrelerinde de
rastlandi. Sonug olarak GAL, Leu-ENK ve PHI'nin genis mukozal dagiliminin, memeli
solunum sistemindeki vaskiiler ve sekretuvar fonksiyonlarin diizenlemesinde etkili
olabilecegi diistiniilmektedir. Solunum yolu epitellerinde bulunan GAL, PHI ve ENK
peptidleri, diizenleyici peptid hormonlarin ya da nérotransmitterlerin lokal olarak
harekete gecirilmesinde de etkili olabilirler.

Peptide Histidin izolésin,
Leu-Enkefalin

The Immunohistochemical Localization of Some Peptides in Sheep (Ovis aries) Tracheal
Mucosa

Keywords Abstract: This study aimed to determine immunohistochemical localization of the
Rachea, peptides Galanin (GAL), Peptide Histidin Isoleucine (PHI) and Leu-Enkephalin (Leu-
Mucosa, . ENK) in tracheal mucosa (upper and lower) of sheep (Ovis aries). It was observed
I(}zlr:rl:ir;lohlstochemlstry, that GAL, PHI and Leu-ENK immunoreactive cells were more numerous in the upper

part of trachea than in its lower part. It was found that PHI-immunoreactive cells
were more than other peptides in lamina epithelialis in upper trachea. GAL, PHI and
Leu-ENK immunoreactivity was detected in smooth muscles, seromucous gland
cells, around blood vesels and in ganglion cells. In conclusion, it is thought that wide-
ranging mucosal distribution of GAL, Leu-ENK and PHI may have effective in
regulating the vascular and secretory functions in mammalian respiratory system.
Existence of the peptides GAL, PHI and Leu-ENK in the airway epithelium suggests
that they may also be effective in acting as regulatory peptides, local hormones or

Peptide Histidin Isoleucine,
Leu-Enkephalin,

neurotransmitters.
1. Giris (néroendokrin cisim) baskin olarak bulunmasi
solunan gaz kompozisyonuna duyarli olan kimyasal
Noronlarla  bazi  ortak  diizenleyici  faktorlere reseptorler olarak is gordiiklerine isaret etmektedir

(norotransmitter) sahip olduklar1 icin norosekretor
ozellikler tasiyan pulmonar noéroendokrin hiicreler
zengin bir innervasyona sahiptirler [1]. Solunum-benzeri
sistemlerdeki ndéroendokrin hiicreler amfibi, siiriingen,
kus ve memeli tiirlerinde ve hatta baliklarin
solungaglarinda tespit edilmistir [2]. Ayrica solunum
yollarinin ~ liimenine  dogru  ¢ikinti  yapan
ylzeylerindeki kinosilyularin yani sira trakeal ve
bronsiyal dallanmalar ve bronkoalveolar kavsaklarda
NEClerin (ndéroendokrin hiicre) ve NEB’lerin
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[3]- Galanin, embriyoda en erken gozlenen
noropeptidlerden birisi olup [4] beslenme, ruhsal
durumun diizenlenmesi ve kan basincinin
ayarlanmasi gibi farkli bir¢ok biyolojik islev
yapmaktadir. Ayni zamanda gelisimde dnemli roller

oynar ve trofik bir faktor olarak is gorebilir. Epilepsi,
depresyon ve beslenme bozukluklar1 gibi bir¢ok
hastalikla baglantilidir [5]. Bazi kanitlar Galaninin
bazal o6n-beyin kolinerjik aktivitenin inhibitor
modiilasyonu sayesinde hafiza ve dikkat gibi bilissel
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islemlerde kritik bir rol oynayabildigi
gostermektedir. Ayrica Galanin iceren fibriller
Alzheimer hastaliginda kalan bazal 6n beyindeki
kolinerjik noéronlar1 asir1 derecede inerve eder [6].
Galanin pozitif sinir fibrillerinin domuz, kobay, rat ve
kopekte [7] solunum sisteminin bazi kisimlarindaki
kan damarlar1 etrafinda, bezlerde ve diiz kaslarda
lokalize oldugu gozlenmistir.

PHI solunum sisteminde diiz kas aktivitesi de dahil
olmak iizere bir ¢ok diizenleme islevine sahiptir [8,9].
Solunum sisteminde VIP (Vasoactive Intestinal
Peptide) ile birlikte yer alilar ve uyarima yanit olarak
birlikte salgilanirlar [10,11,12]. PHI immiinoreaktif
sinirler solunum yollarindaki diiz kaslari, brons ve
pulmonar damarlari, submukozal bezleri ve solunum
yollarindaki gangliyonlar1 desteklemektedir [13].

PHI immiinoreaktivite diizeyi solunum kanalindaki
VIP imminoreaktivitesine  biiyik  benzerlik
gostermektedir [14]. VIP'in yani sira PHI'nin da
solunum kanalindaki adrenerjik ve kolinerjik
olmayan inhibitor néronlarin bir nérotransmitteri
oldugu diisiiniilmektedir [15]. PHI, VIP’e gore
pulmonar genisletici olarak ciddi o6l¢ciide daha az
etkindir ve VIP gibi endotel hiicrelerinden bagimsiz
olarak etkilerini gostermektedir [16]. VIP [17] ve PHI
[18] solunum yollarindaki parasempatik perivaskiiler
sinirlerde birlikte bulunmaktadirlar [13].

Met-Enk  (methionine-enkephalin) ve Leu-Enk
(Leucine Enkephalin) morfin benzeri agr1 kesici
etkilerinden dolayr opioid reseptorler olarak
bilinmektedirler. Mide, dalak deri ve sinir sistemi
haricindeki dokulara benzer sekilde opioid sistemin
bazi bilesenleri akcigerlerde de gosterilmistir [19,20].
Leu-enkefalin immiinoreaktivitesi, periferal hava
yollar1 epitelindeki dagilim gosteren sadece birkag
tekli hiicrede tespit edilmistir [21]. Diger taraftan
Discoglossus pictus tiriinde [22] fibro-miiskiiler
tabaka boyunca leu-enkefalin pozitif sinir fibrilleri
saptanmis ve kikirdak ile larinks silli epitelin
arasinda aglar olusturdugu go6zlenmistir. Ayni
calismada Rana esculenta akcigerinde Leu-5-
enkefalin immun-boyanmasi primer septumu oOrten
siliomiik6z epitelin submukozal tabakasindaki sinir
uclarinda goézlenmistir.

Onemli fizyolojik rollere sahip bu ii¢ peptitin koyun
trakeasindaki  dagilimina  yonelik  calismanin
bulunmamasi konunun dnemini arttirmaktadir.

Bu ¢alismada koyun (Ovis aries) trake (alt ve iist)
mukozasinda Galanin (GAL), Leucine-enkephalin
(Leu-Enk) ve Peptide Histidine Isoleucine (PHI)'nin
yerlesimlerinin immiinohistokimyasal olarak
belirlenmesi amaclandu.

2. Materyal ve Metot

Calismada 10 adet koyun (Ovis aries) trakesinin {ist
ve alt kisimlarindan alinan doku 6érnekleri materyal
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olarak kullanildi. Dokular Bouin soliisyonunda 18-24
saat siireyle tespit edildi. Daha sonra alkol serisinden
(%50, %70, %80, %90, %100(1), %100(1I), %100(I1I)
alkol) gecirilerek dehidre edildi Ornekler ksilolde
seffaflastirilarak parafine gomiildii ve bloklandi.
Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda alinan
kesitlere immunoreaktivitenin belirlenmesi amaciyla
PAP (Peroxidase anti-Peroxidase) yontemi [23]
uygulandi. Bu yonteme gore kesitler ksilol ve alkol
serilerinden gecirildikten sonra %0,3’liik hidrojen
peroksit (H202) solusyonunda 20 dakika bekletildi.
0,01M PBS (pH 7.4)’de yikandi. Normal goat serum
(703404, Novocastra) solusyonunda 30 dakika
inkiibe edildi. Galanin (1:200, AB223, Millipore), Leu-
Enkephalin (1:200, AB5024, Millipore) ve Peptide
Histidine Isoleucine (1:200, ab22662, Abcam) primer
antikorlar ile +4 C’de bir gece inkiibe edildi. Stire
sonunda kesitlere dénce Goat anti-rabbit IgG (1:50, G-
5268, Sigma) (30 dakika) daha sonra PAP (1:100;
P1291, Sigma) uygulandi. Iimmunoreaktivitenin
gorinir hale getirilmesi icin kesitler DAB (3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride) ile inkiibe
edildi. Alkol ve ksilol serilerinden gecirilen kesitler
entellan ile kapatildi.

Pozitif kontrollerde, ¢alisilan peptidleri biinyesinde
bulunduran rat  trake  dokusu  kullanildi
Immunohistokimyasal boyama ise aym sekilde
uygulandi.

Negatif kontrolde ise, primer antikorun uygulandig
asamada, kontrol dokularinin yer aldig1 preparatlar goat
serum ile inkiibe edildi Bu asama disinda
immunohistokimya uygulamasi ayn sekilde uygulandi.

Hazirlanan preparatlar Olympus CX 41 tipi 1s1k
mikroskobu ile incelendi ve ilgili kisimlardan fotograf
cekimi yapildi.

3. Bulgular

Uygulanan immunohistokimyasal boyama ydntemi
sonucunda GAL, Leu-Enk ve PHI
immunoreaktivitelerinin trake lamina epitelyalis,
lamina propria ve submukoza bag doku hiicreleri ile
tunika muskularisdeki diiz kas hiicrelerinde dagilim
gosterdigi saptandi.

Ust trakea lamina epitelyalisinde Galanin, Leu-
enkephalin ve Peptide Histidine Isoleucine
immunoreaktif hiicre sayisinin daha fazla yogunlukta
oldugu gozlendi. immunoreaktif hiicrelerin calisilan
bolgelerde kiime olusturmayip tek tek dagilim
gosterdigi ve alt trake lamina epitelyalisinde
immunoreaktif hiicre sayisinin azaldigi tespit edildi.

Galanin (GAL) immunoreaktivitesi:

Alt  ve Ust trakea mukozasindaki lamina
epitelyalisinde gozlenen GAL immunoreaktivitesine
ayni zamanda alt ve st trakeanin lamina propria ve
submukoza tabakalarindaki bazi hiicreler ile tunika
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muskularis ve adventisya bdlgesinde de rastlandi.
Submukozada, GAL immunoreaktif sinir lifleri
subepitelyal bolgede tespit edilirken, alt ve st
trakedeki baz1 goblet hiicrelerinde zayif GAL
immunoreaktivitesi saptandi. Ayrica kinosilyumlarin
ylzeyinde de bu reaksiyon zayif bicimde gozlendi.
(Sekil 1).

Lamina propriyadaki diiz kas demetlerinde, kan
damarlar1 ¢evresindeki sinir fibrillerinde, arteriyol
endotel hiicreleri ve mediya tabakasinda GAL
immunoreaktivitesine rastlandi. Alt trake submukoza
bezlerindeki az sayida korpus glandula hiicrelerinde
GAL immunoreaktivitesi goézlendi. Bu saymnin st
trake submukozasindaki korpus glandulalarda daha
fazla oldugu belirlendi. Aym1 zamanda serdmiikoz
korpus glandulalarin g¢evresindeki sinir fibrillerinde
GAL-immunoreaktivitesi de saptandi (Sekil 2).

Alt trake tunika adventisya bolgesinde gangliyon
hiicrelerinde ve sinir fibrillerinde go6zlenen GAL-
immunoreaktivitesine ayni zamanda kondrositler,
kondroblastlar ve perikondriyumda da rastlandi.

Peptide Histidine Isoleucine (PHI) Inmunoreaktivitesi:

PHI immunoreaktif hiicrelere alt ve iist trakea
bolgesine ait lamina epitelyalislerde ve goblet
hiicrelerinde rastlandi. Bunun yanisira lamina
epitalyalis hiicrelerine ait kinosilyum ytlizeyinde de
PHI immunoreaktivitesi gozlendi (Sekil 3).

Mukozanin subepitelyal arteriollerinin endotel ve
mediya tabakalarinin disinda kapillar endotelinde de
PHI immunoreaktivitesi gozlendi. Ust trakede daha
fazla olmak ilizere trake submukozal bezlerine ait
korpus glandula hiicrelerinde bu reaksiyon saptandi.
Ayrica alt ve iist trakede korpus glandulalarin
cevresindeki sinir fibrillerinde bu reaksiyona
rastlandi. Ayni zamanda alt ve st trakede diiz kas
dokularinda (Sekil 4), perikondriyumda,
kondrositlerde ve kondroblastlarda PHI
immunoreaktivitesi tespit edildi.

Ust ve alt trake adventisya bélgesindeki ganglion
hiicresi ve arteriol mediyasinda PHI immunoreaktivitesi
saptandu.

Leucine-enkephalin (Leu-Enk) immunoreaktivitesi:

Alt ve st trake lamina epitelyalisleri ve kinosilyum
ylizeyinde Leu-Enk immunoreaktivitesi saptandi.
Ayn1 zamanda goblet hiicrelerinde orta yogunlukta
Leu-Enk immunoreaktivitesi tespit edildi. Submukoza
bolgesindeki arteriyol endotelde ve mediyas: ile
kapiller endotelinde immunoreaktivite saptandi.
Lamina propriyadaki diiz kas demetlerinde
immunoreaktivite gozlenirken, az sayida korpus
glandula c¢evresindeki sinir fibrillerinde de pozitif
reaksiyon saptandi. Ayrica alt ve iist trake serdz
korpus glandulainda az sayida hiicrede ve kan
damarlar1 ¢evresindeki sinir fibrillerinde Leu-Enk
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immunoreaktivitesine rastlandi. Tunika adventisya
bolgesindeki gangliyonlardaki sinir fibrilleri ve
gangliyon  hiicresinde  (Sekil 5), Kkondrosit,
kondroblastlar ve perikondriyumunda (Sekil 6) Leu-
Enk immunoreaktivitesi saptandu.

’

J
Sekil 1. Alt Trake. Lamina epitelyalis hiicrelerinde (ince
oklar) ve kinosilyum yilizeyinde (kalin ok) GAL
immunoreaktivitesi. PAP. Bar: 50 pum.

& o . -
Sekil 2. Ust Trake. Korpus glandular cevresindeki sinir
fibrillerinde (ince oklar) ve korpus glandula hiicresinde (ok
baslar1) GAL immunoreaktivitesi. PAP. Bar: 50 pm.
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Sekil 3. Ust Trake. Lamina epitelyaliste hiicrelerde (kalin ok)
ve kinosilyumlarin yiizeyinde PHI immunoreaktivitesi (ince
oklar). PAP. Bar: 50 pm.
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Sekil 4. Alt Trake. Diiz kas hiicrelerinde PHI immunoreaktivitesi
(oklar). PAP. Bar: 50 pm.

Sekil 5. Ust Trake. Gangliyon hiicresinde(ince ok)ve sinir
fibrillerinde(kalin ok) Leu-Enk immunoraktivitesi PAP. Bar:
50 p.

Sekil 6. Alt Trake. Perikondriyum (ince oklar) kondrositler
(ok baglar1) ve kondroblastlarda (kalin oklar) Leu-Enk
immunoreaktivitesi PAP. Bar: 50 um.

4. Tartisma ve Sonug

Galanin (GAL)

Sinir sisteminde yaygin olarak dagilim gdsteren
Galanin 29 amino asitlik bir néropeptidtir ve {li¢ tane
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G protein-bagl reseptore (GalR1, GalR2 ve GalR3)
baglanarak etki gosterir [24]. Cheung ve ark., (1985)
[7] tarafindan yapilan bir g¢alismada domuz
trakesinde ve bronslarinda go6zlenen galanin
immunoreaktivitesinin en belirgin oldugu yerin
solunum yolu diiz kaslar1 oldugu bildirilmistir.
Benzer sekilde eriskin kedilerin [25] ve yarasalarin
[7] (Buylik ucan tilki, Pteropus vampyrus) [26] trakea
diiz kaslarinda Galanin pozitivitesi tespit edildigi
bildirilmistir. Kaslarda gozlenen bu
immunoreaktivitenin ayni zamanda Macaca fascicularis
[27] kaslarin ¢evresinde yerlesim gosteren sinir
fibrillerinde de tespit edildigi belirtilmistir. Bu fibriller
ayn zamanda diiz kas demetleri arasinda da tespit
edilmistir [28]. Bu calismada da benzer sekilde diiz
kaslarin ¢evresinde galanin immunoreaktivitesi gosteren
fibrillere rastlandi. Ayrica kas hiicrelerinde de reaksiyon
saptandi.Bu calismadaki bulgularla uyumlu olarak képek
trakesinde [7] gangliyon hiicrelerinde ve yarasalarin
(Pteropus vampyrus) [26] gangliyonlardaki az sayida
galanin-pozitif sinir fibrilinin bulundugu
bildirilmistir. Domuz [7] alt trakesindeki bazi kiiciik
immunoreaktif gangliyonlar ile koépek [29]
paratrekeal ganglionlarinda da benzer reaksiyon
tespit edilmistir. Ote yandan rat [7] solunum
yollarinda galanin pozitif fibril tespit edilmedigi
belirtilmistir. Domuz , kopek [7], Dag gelincigi [30] ve
Sinomolgus maymununun (Macaca fascicularis) [27]
trake = submukozasindaki serémiikéz  bezlerin
asinuslarinin ¢evrelerinde yerlesim gosterdikleri
bildilen Gal immunorektif sinir fibrilleri bu calismada
da gozlendi. Yine bu ¢alismadaki bulgularla uyumlu
olarak Domuz , képek [7] ve Dag gelincigi [30] trake
submukozal kan damarlar1 ¢evresinde de Gal
immunorektif sinir fibrillerinin lokalize oldugu
bildirilmistir.

Peptide Histidine Isoleucine (PHI):

N-terminal histidin ve C-terminal Isoleucine amid
(PHI) tasiyan peptid VIP ile belirgin yapisal
benzerlikler gosteren 27 amino asitten olusan bir
peptit olup, PHI'nin birkag tiiriiniin rat, domuz, kedji,
kobay ve insan solunum yollarinda VIP’a benzer bir
dagilima sahip oldugunu goéstermektedir [13,27]. [25]
PHI igceren sinirlerin seromiikoz bezler, trake ve ana
bronslardaki diiz kaslar ile yakindan iliskisinden
bahsederken, [31] solunum yollarinda PHI pozitif
materyalin bulunmasinin izole edilen kobay trake diiz
kaslar1 iizerinde gevsetici etkisi gostermesinin ve
klasik norotransmitter bloke edici ajanlardan
etkilenmemesinin ilging oldugunu bildirmektedirler.
Bu konuda yapilan ¢alismalarda [13], yetiskin rat,
kobay, kedi ve domuzlarda [14], kobay, rat ve kedide
[32] insan, yetiskin fare, rat, kobay ve kedide VIP ve
PHI-pozitif fibrillerin solunum kanalinda trake diiz
kas tabakasi i¢inde ve ¢evresinde goriildiigiini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada da benzer bulgu elde
edildi. Yine arastiricilarin [14, 32, 33] bulgularina
benzer sekilde bu ¢alismada da ser6-miikoéz bezlerin
asinuslarinin ¢evresinde PHI immunreaktif sinir
fibrilleri saptandi. Ayrica c¢alismamizda kan
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damarlarinin  ¢evresindeki fibrillerde saptanan
benzer reaksiyon [14] tarafindan kobay, rat ve kedide
de bildirilmistir.

Leucine-enkephalin (Leu-Enk)

Leucine-enkephalin néropeptidi, yiiksek molekiiler
agirhiklh  6nciil pro-enkefalinden koéken alan iki
endojen enkefalinden birisidir [34]. Podarcis
hispanica [35] kertenkele tiiriiniin trake epitelindeki
bazi hiicrelerde bu immunoreaktivitenin gézlenmesi
bu c¢alismada elde edilen bulgularla benzerlik
gostermektedir. Calismamizda gangliyonlarda
gozlenen Leu-Enk immunoreaktivitesine ise Podarcis
hispanica tiriinde rastlanmadigi bildirilmistir [35].
Kopek [29] ve kobay [36] trakeal diiz kaslarina ait
sinir fibrillerinde go6zlendigi bildirilen Leu-Enk
immunoreaktivitesi bu calismada da saptandi. Yine
ayni arastiricilarin [29,36] bulgularina benzer sekilde
arteriol ve bez asinuslarinin ¢evrelerinde de Leu-Enk
immunoreaktivitesine rastland.

Sonu¢ olarak GAL, Leu-Enk ve PHI peptitlerinin
eriskin koyun (Ovis aries) trakesinin (alt ve {ist)
noroendokrin  hiicreleri ve diger mukozal
elemenlarinda genis bir yayilim gosterdikleri tespit
edildi. Bu peptitlerin hem normal solunum yollarinda
hem de patogenezde onemli bir dizenleyici rol
oynayabilecegi diistiniilmektedir. Bundan dolay1
hastaliklarla iligkili peptid degisimlerinin
belirlenebilmesi i¢in normal solunum sisteminin
genelinde ¢esitli peptidlerin dagiliminin bilinmesi son
derece  Onemlidir. Bu  peptitlerin  mukozal
lokalizasyonlarinin ve bolgesel yerlesimlerinin
belirlenmesine yo6nelik olarak yapilmis olan bu
calismadan elde edilen bulgulara goére diiz kaslar
izerine kontraktif ve vazodilator etkisi géz Oniine
alindiginda kan damarlarinin etrafinda ve trakea diiz
kaslarindaki GAL, Leu-Enk ve PHI immunoreaktif
fibrillerin  dagiliminin  ilging  olabilecegi ve
muhtemelen bu  peptidlerin  trakedeki bez
salgilamasinin yan sira diiz kas tonusunun ve lokal
kan akisinin ayarlanmasinda onemli bir fizyolojik
role sahip olabilecegini gostermektedir. Solunum
yolu epitellerinde bulunan GAL, PHI ve ENK,
diizenleyici peptid hormonlarin ya da
norotransmitterlerin lokal olarak harekete
gecirilmesinde de etkili olabilirler.
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