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Immunohistochemical Demonstration of E-Cadherin
Expression in the Kidney of Prenatal Development

Dogum Oncesi Dénemde Bébrek Gelisiminde E-Cadherin Ekspresyonunun
Immunohistokimyasal Olarak Gosterilmesi

Arzu Yay', Gilcin Abban?, Recep Kutlubay?

Objective: Cadherins are a protein family of Ca** dependent
transmembrane cell adhesion molecules that play a key role
in the regulation of organ and tissue development during em-
briyogenesis. We aimed to show E-cadherin expression immu-
nohistochemically in the pre-natal period in the development
of kidney.

Materials and Methods: In this study, 45 fetuses were ob-
tained from 12 female and 4 male adult Wistar rats bred in
Pamukkale University Experimental Research Unit. Fetuses
were removed from 11, 13, 15, 17 and 19. day pregnant
rats. After routine light microscopy technique, fetuses fixed
in 10% formaldehyde were embedded in paraffin. Serial 5 p
thick sections from parafin blocks were taken to slides and the
immunohistochemistry method, was applied to determine the
E-cadherin expression.

Results: In this study, E-cadherin showed negative expression
in E11 and 13 days kidney tissues. In the 15, 17 and 19. day
kidneys, E-cadherin expression was positive. Tubule structures
were more darkly stained than glomerular structures. In late-
term fetal kidneys, E-cadherin expression was gradually dimin-
ished in the renal corpuscle.

Conclusion: We determined that E-cadherin expression
showed differences both in different developmental stages and
different areas of kidney. These differences may be important
in terms of the investigation of etiologies and diagnosis of con-
genital kidney diseases and in the evaluation of nephrotoxicity
and kidney pathologies.
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Girig

Amag: Cadherinler embriyo gelisimi siiresince organ ve doku
gelisiminin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan Ca* bagli
transmembran hiicre adezyon molekiilleri tyesidir. Calisma-
mizda, dogum 6ncesi donemde bobrek gelisiminde E-cadherin

ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak gostermeyi amac-
ladik.

Gereg ve Yontemler: Calismada Pamukkale Universitesi De-
neysel Arastirma Birimi'nde uretilmis olan 12 adet disi ve 4
adet erkek wistar tipi ergin sicandan elde edilen 45 adet fetus
kullanildi. Gebe deneklerin 11, 13, 15, 17 ve 19. gunlerin-
de fetuslari ¢ikarildi. Formalinle tespit edilen fetuslar rutin isik
mikroskobi takip yontemi uyguladiktan sonra parafine gomdil-
du. Parafin bloklardan seri halde lamlara alinan 5 pm’luk ke-
sitler ve 6rneklerde E-cadherin ekspresyonunu belirlemek icin
immunohistokimyasal yontem uygulandi.

Bulgular: Bu calismada E-cadherin 11 ve 13 gunltk bobrek
dokularinda negatif ekspresyon gosterdi. 15, 17 ve 19 gunlik
bobreklerde E-cadherin ekspresyonu pozitifti. Tibil yapilari
glomerl yapilarina kargihk daha yogun boyanmisti. Geg fetal
donemdeki bobreklerde glomertildeki E-cadherin ekspresyonu
gittikce azalmaktayd.

Sonug: Biz calismamizda E-cadherin ekspresyonunun bobre-
gin hem gelisim donemlerinde hem de degisik bolgelerinde
farklihk gosterdigini belirledik. Bu farkhlik konjenital bobrek
hastaliklarinin nedenlerinin arastirlmasinda ve tanisinda, ay-
rica erigkin dénemde nefrotoksisite ve bobrek patolojilerinin
degerlendirilmesinde 6nemli katkilar saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Fetal gelisim, bobrek, E-cadherin, sican

Dogum oncesi donemde bobrek dokusu, pronefroz, mezonefroz ve metanefroz olmak tzere ti¢ farkli bobrek sistemi
seklinde gelisir. ilk gelisen pronefrozlar rudimenterdir ve fonksiyonel bir 6zellige sahip degildir. ikinci olusan bobrek
sistemi mezonefrozlar olup daha iyi gelismistir ve kisa bir stire fonksiyon gortirler. Son olarak olusan bobrek sistemi
ise metanefrozlardir. Metanefrik bobrek, kalici bobrek sistemidir ve treter tomurcugun belirmesi ve bunun dorsal
olarak metanefrik blasteme dogru bilyiimesi ile gelismeye baslar. Ureter tomurcugu gelisip dallanirken metanefrik
blastemdeki mezensimal hiicre topluluklari renal vezikilleri olustururlar. Daha sonra renal vezikiller uzarlar virgdl
ve S seklini alirlar. S seklini aldiklari dénem epitelin olusup polarize oldugu dénemdir (1, 2). Sicanlarda nefronun
sekillenmesi embriyonik gelisimin 15. ve 16. glinlerinde baglar. On sekiz gtinlik embriyoda ise glomertller belirgin
sekilde gordlir (3, 4).

Hicre adezyon molekilleri (CAM) hiicre yiizeyinde bulunan, hiicrelerin birbirlerine ve ekstraselliiler matrikse
baglanmasini saglayan protein molekulleridir. CAM, embriyonel donemde hiicre bolinmesinde, hiicre gociinde
ve htcrelerin farklilasmasinda etkindirler (5). Hiicre adhezyon molekillerinden biri olan cadherinler epiteldeki
hucre baglantilarinda yer alan kalsiyum bagimli molekdllerdir (6-8). Cadherin ailesinden olan E-cadherinler emb-
riyonun erken organizasyonunda 6nem tasir (9). Huicreler arasi baglantilardan olan siki baglantilarda yer alir ve
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epitel dokusunda hiicrelerarasi baglantilarin kurulmasinda 6nemli
rol oynar (10, 11). Ayrica, intrauterin donemde bobrek tiibiil epite-
linin farklilasmasinda ve nefronun sekillenmesinde de etkili oldugu
gosterilmistir (12). Biz bu ¢alismada, dogum 6ncesi donemde bob-
rek gelisiminde E-cadherin ekspresyonunu immunohistokimyasal
olarak gostermeyi amacladik.

Gereg ve Yontemler

Hayvanlarin ve Dokularin Hazirlanmasi

Calismada Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirma Biriminde
tretilmis olan 12 adet disi ve 4 adet erkek Wistar tipi ergin sican-
dan elde edilen 45 adet fetus kullanildi. Sicanlar icin 6nerilen uy-
gun cevresel kosullar ayni merkez tarafindan saglandi ve sicanlar,
istklandirmasi 12 saat aydinlik-12 saat karanlik (07:00-19:00 sa-
atleri arasi aydinlik), havalandirmasi (%60-70 nem), oda isisi (20-
24°C) kontrol edilen bir odaya yerlestirildi.

Sekil 1. (A) Onbir giinliik sican embriyosunda tiibiiler yapiyi iceren pronefroz bobregi. Pronefrik bobrek (siyah ok), noral kanal (n),
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Aragtirmada daha 6nce ciftlesmemis saglikli, ergin disi ve erkek sican-
lar, ¢ disiye bir erkek olmak tizere ayni kafeste gece boyunca bira-
kildi. Sonraki sabah vaginal yayma (smear) yapilarak, spermiyum (+)
olanlar yani gebeligi pozitif olanlar ayrldi. Gebeligin tespit edildigi
glin 0. gtin olarak kabul edildi. Gebe deneklerin 11, 13, 15, 17 ve 19.
guinlerinde fetuslari ¢ikanldi. 11, 13 ve 15. gtinlerde alinan fetuslar bii-
tiin halinde formalinle tespit edilip rutin 15tk mikroskopi takip yontemi
uygulandiktan sonra yine bittin olarak parafine gomuldi. 17 ve 19
glinluk fetuslar ise ikiye bolindukten sonra takip edilip parafine go-
miildiler. Elde edilen parafin bloklardan 5 pm kalinliginda seri kesitler
polilizinli lamlara alindi. Seri kesitlerden bobrek dokusunun bulundu-
gu belirlenen preparatlara Hematoksilen-Eozin ve E-cadherin reaksi-
yonunu belirlemek icin immunohistokimyasal yontem uygulandi.

E-cadherin immunohistokimyasal Boyamasi
Bobrek dokusunun bulundugu kesitlere deparafinizasyon ve re-
hidratasyon asamalarindan sonra immunohistokimyasal boyama

i Y,

intraembriyonik sdlom (s). Hematoksilen-Eosin X4. (B) Daha biiyiik biiyiitmede 11 giinliik sican embriyosunda pronefroz bobregi izlen-
mekte. Pronefrik bobrek tiibiilii (siyah ok). Hematoksilen-Eozin X40. (C) Oniig giinliilk embriyoda mezonefroz bobreginden (siyah ok) bir
kesit izlenmekte. DA; Dorsal Aort. Hematoksilen-Eozin X4. (D) Prenatal 13 giinliik embriyoda gelisen mezonefroz bobregi. Kortekste tiibiil
yapisi (mavi ok) ve mezensim (kirmizi ok). Hematoksilen-Eozin X20

115
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yontemi uygulandi. Ozetle, kesitler sitrat tamponu ve distile suyun
1/10 oranindaki karisimi icinde mikrodalgada (800 watt'da) 5’er
dakikadan ¢ defa olmak tzere toplam 15 dakika tutuldu, sonra
oda 1sisinda 20-25 dakika dokular sogumaya birakildi. Embriyo-
lara ait olan doku kesitlerinin bulundugu preparatlar distile suda
yikandiktan sonra dokulara hidrojen peroksit damlatilip 10 dakika
bekletildi. Dokular fosfat tamponu (PBS) ile yikanip kurulandi ve
tzerlerine 1’er damla Ultra V Block (Sigma) damlatilip 5 dakika
bekletildi. Dokular yitkanmadan kurulandi ve 0,5 mL’lik E-cadherin
(Neomarker MAB Ab-3) damlatilarak buzdolabinda (+4°C), nemli
ortamda 1 gece bekletildi. Ertesi sabah preparatlar dolaptan ¢ika-
rilarak yaklasik oda isisina gelmesi beklendi ve kesitler PBS ile yi-
kanip kurulandi. Lab Vision Biotinylated Goat Anti-mouse (Sigma)
soltisyonu olan sekonder antikordan kesitler tizerine 1’er damla
damlatilarak 15 dakika bekletildi. Dokular PBS ile yikanip kurulan-

=L
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diktan sonra Large volume streptavidin peroxidase (Sigma) komp-
leksi 15 dk uygulandi. Bu asamalardan sonra dokular distile su ile
yitkandi ve kenarlari kurulandi. Pozitif immiin boyanma, kromojen
olarak kahverengi bir ¢cokelek olusturan DAB (Zymed) kullanilarak
gorulebilir hale getirildi. Kesitler distile su ile yikandi ve kenarlari
kurulandi. Preparatlar hematoksilende zit boyanip artan alkol seri-
lerinden gegirildi (%70, %80, %96) ve ksilene alindi. Daha sonra
preperatlar, entallan kullanilarak lamelle kapatildi. Elde edilen bo-
yanmis kesitler 1stk mikroskobunda (Olympus) incelenerek fotog-
raflandi.

Histoskorlama

Boyanan kesitler Histoloji Anabilim Dali’'nda uzman iki histolog g6z-
leminde yogunluk derecelerine gore degerlendirildi. Boyanma yogun-
luklari boyanmamis ya da negatif, zayif boyanmis, boyanmis ve ¢ok

Sekil 2. (A) Onbes giinliik embriyodan alinan bobrek dokusu. Bébrek istii bezi (BUB) ve korteksteki tiibiil yapilari (siyah ok). Hematoksilen-

Eozin X20. (B) Onbes giinliik embriyodan alinan bobrek dokusu ve bébrek iistii bezi (BUB). Kortekste virgiil sekilli tiibiil yapilar1 (siyah ok)
ile glomeruller (kirmizi ok) ve medulla (M). Hematoksilen-Eozin X40. (C) Prenatal 17 giinliik embriyodan alinan bobrek kesiti. Medullada
tiibiil yapilari (siyah ok), kortekste glomerul yapilart (kirmizi ok) ve medulla (M). Hematoksilen-Eozin X20. (D) Prenatal 19 giinliik embri-
yoda bobrek kesiti. Medullada tiibiil yapilari (mavi ok), kortekste glomerul yapilari (kirmizi ok) ve medulla (M). Hematoksilen-Eozin X20
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Sekil 3. (A) Onbir giinliik sican embriyosunda E-cadherin ekspresyonunun negatif izlendigi pronefroz bobregi (siyah ok) X4. (B) Prenatal
13 giinliikk embriyodan alinan bobrek dokusunda E-cadherin ekspresyonu negatif izlenmektedir. Mezonefrik tiibiiller (siyah ok) X4

yogun boyanmis seklinde siniflandirldi. Her gruba ait preparatlardaki
embriyolarin her iki bobrek dokularina da bakildi ve E-cadherin eks-
prese eden hiicreler boyanma yogunluklarina gore belirlendi.

Bulgular

Prenatal 11 gtinlik sicanlarda pronefroz bobreginde yogun mezen-
simal doku ve tiibuler yapilar belirgin sekilde izlenmekteydi (Sekil
1A, B). Gelisimin 13. gtintiindeki embriyoda mezonefroz bobregi
temsil eden tek katli epitelleri ile tiibiiler yapilar ve bu yapilar sa-
ran yogun mezensimal doku izlenmekteydi (Sekil 1C, D).

Dogum oncesi 15 glinlik sican metanefroz bobreginde korteks ve
medulla bolgeleri ayirt edilmekteydi. Bu grupta morfolojik degisik-
likler oldukga belirgindi. Genellikle cevresel yerlesim gostermisti.
Virgil ve s sekilli ve daha ileri gelisim gosteren bobrek cisimcikleri
bu grupta oldukc¢a belirgindi (Sekil 2A, B). Gelisimin 17. giiniin-
deki sican fetusunda metanefroz bobreginde korteks ve medulla
ayrimi oldukga belirgindi. Henliz tam olarak gelismemis glomertil
yapilari korteksde oldukga fazla sayidaydi. Prenatal 19 giinltk fe-
tus bobreginde korteks ve medulla ayrimi yapilmaktaydi. Kortekste
glomerular yapilar belirgindi. Tubdler yapilar korteks ve medullada
uzanmaktaydi. Glomeriiller bir 6nceki gruba gore daha olgun hal-
deydi, glomeril dis ve i¢ yapraklari ve glomeril boslugu sekillen-
misti. Tubdl yapilarida gelismisti ancak proksimal ve distal tibiil
ayrimi tam olarak yapilamadi (Sekil 2C, D).

Gruplar E-cadherin ekspresyonlari agisindan karsilastirildiginda,
11 ve 13 giinlik kadar erken gelisim doneminde tim bobrek do-
kusunda E-cadherin ekspresyonu negatif olarak izlendi (Sekil 3).

E-cadherin immuinreaksiyonu ilk olarak 15 gtinliitk embriyonik bob-
rek dokularinda rastlandi. Bu grupta virgil ve s sekilli bobrek ci-
simciklerinde boyanma tiim epitelde pozitifti. Bununla birlikte api-
kal membranda daha yogun bir reaksiyon gostermisti. Cekirdekte
E-cadherin reaksiyonu gozlenmedi. Mezengimal hticrelerde fibriler
yapilar orta derecede ve bazi alanlarda zayif reaksiyon gosterirken,
bu alanlarda da cekirdeklerde immiin boyanma yoktu. Medullaya
yakin yer alan tiibiilde boyanma olduk¢a yogunken, kortekste yer-

lesim gosteren tiblllerde boyanma daha zayifti. Gelisimin 17. gu-
niindeki bobrek dokularinda, glomeriillerde zayif ve orta derecede
E-cadherin ekspresyonu gozlendi. Tubiillerde boyanma sitoplazmik
ve yaygin sekildeydi. Apikal membrandaki yogun boyanmaya kar-
sin stoplazma daha zayif bir boyanma gostermisti. Bazal laminada
E-cadherin ekspresyonu stoplazmaya karsin daha yogun ancak api-
kal membranla karsilastirildiginda daha zayifti. Onbes gtinlik grupta
oldugu gibi bu grupta da s sekilli bobrek cisimciginde medullada yer
alan tiibillerde yogun reaksiyon, kortekste yer alan tiibiillerde ise
zayif reaksiyon izlendi. E-cadherin mezengimal dokuda bag dokusu
liflerinde zayif reaksiyon gosterirken hiicrelerde cekirdek boyanma-
si negatifti. Gelisimin daha ileri donemi olan 19 gtinltk fetuslarda
E-cadherin reaksiyonu hem korteks hem de medullada yogun pozi-
tifti. Bu grupta, glomertllerdeki hiicrelerin stoplazmasi zayif reaksi-
yon gosterdi ve hiicre gekirdeklerinde reaksiyon negatifti. Ttubdller
genel olarak pozitif reaksiyon gostermisti. Bununla birlikte bazi ti-
bullerde reaksiyon zayif bazilarinda daha yogundu (Sekil 4).

Tartisma

Epitelyal dokularda genis capta eksprese edilen E-cadherin, 120-
130 kDa’luk, Ca?* bagli bir integral membran glikoproteinidir. Si-
toplazmik fonksiyonel kisimlari o, f ve y olarak alt siniflara ayrilan
cateninden olusur. Cadherinler aktin filamentlere cateninler araci-
lig1 ile baglanir ve daha sonra bu kompleks diger transmembran
ve sitoplazmik proteinlerle iliskiye girer. Cadherinler embriyonik
dokulari bir arada tutan ve epitelizasyon icin gerekli olan hiicre
adezyon molekdilleridir (13, 14).

Sperm ve yumurta prontikleusunun fizyon ve fertilizasyonu son-
rasi, yumurta bircok kez boltiinerek morulayi olustur. E-cadherinin
yarilma asamasinda, fare embriyosunun blastomerlerinde, hatta
embriyogenezin tek hiicreli asamasinda bile ekspresyonu mevcut-
tur (15, 16) ve 8-16 hiicre asamasinda hiicrelerin bir araya gelme-
sinde rol oynar (17). Yapilan calismalar, implantasyon asamasinda
E-cadherinin embriyonun biitin hticrelerinde eksprese edildigini
gostermistir. Yine hipoblast ve epiblasttan olusan bilaminer embriyo-
nik diski olusturan hticreler embriyonik diskin seklini hiicre-hiicre ve
hiicre-ekstraselltler matriks etkilegsimi yoluyla strdurtrler. Bunu esas
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ve bobrek iistii bezi (BUB) X10. (B) Onyedi giinliik embriyodan alinan bobrek kesitinde E-cadherin ekspresyonu. Medullada tiibiil yapilar
(siyah ok), virgiil sekilli bobrek cisimcigi (mavi ok) ve glomeriiller (kirmizi ok) izlenmekte X10. (C) Onyedi giinliik embriyodan alinan bo-
brek kesitinde E-cadherin ekspresyonu. Tiibiil yapilari (siyah ok) ve medulla (M) X40. (D) Prenatal 19 giinliik embriyonun bobrek kesitinde
E-cadherin ekspresyonu. Medullada tiibiil yapilari (mavi ok), kortekste glomerul yapisi (kirmizi ok ) X20

olarak hiicre adezyon molekiilii olan E-cadherin yoluyla yaparlar (16,
17). Bununla birlikte E-cadherin bazi hiicre asamalarinda gézden
kaybolur. E-cadherinin azalmasi mezodermin olusumu ile es zaman-
lidir (18). Ektoderm ve biitiin endodermal hiicrelerin diger bolgeleri
E-cadherin ekspresyonunu korur ve bu ekspresyon epitelyal hiicre-
ler icinde farkhlastiklari stirece devam eder. Noral ve mezodermal
dokular, birkag istisna disinda E-cadherin icermezler. Mezonefrik ve
metanefrik tibuller gibi mezodermden tlirevlenen trogenital sistemin
epitelyal komponentleri mezensimal hiicrelerden farkhlagtiktan sonra
E-cadherin eksprese ederler (16).

Pek ¢ok doku ve organin morfogenezisinde etkili olan cadherinler
epitelyal hemostaz ve polarizasyonda da énemli rolleri vardir (19).
Jia ve ark.’lar (20) tubulogenezisde cadherin 6 ve E-cadherin etki-
sini 3D kdltirlerinde incelemisler ve E-cadherinin epitel polarizas-
yonunda ve ona bagl limen olusumunda mutlaka gerekli oldugu-

nu vurgulamiglardir. Cho ve ark.’lari (12) gebeligin 11,5. gtiniinden
15,5. guintine kadar olan bobrek gelisiminde cesitli cadherinlerin
ekspresyonunu incelemiglerdir. Arastirmacilar gebeligin 11,5 ve
12. gintindeki bobrek dokusunda yalnizca cadherin 11in ekspre-
se oldugu diger cadherinlerin eksprese edilmedigini belirtmislerdir.
Bobrek gelisimi boyunca cadherin 11 yalnizca mezensim hiicrele-
rinde eksprese edilir. Mezensim Ureter tomurcugu ile uyarildigin-
da ekspresyonu daha da artar. Ancak epitelizasyon bagladiginda
azalmaya baglar. Cadherin 11’in Greter tomurcugu ile metanefrik
blastemdeki temasda ve catenin protein ailesinin aktivasyonunda
onemli oldugu dustinilmektedir. Ayni calismada intrauterin 12,5
gtinlik bobreklerde mezonefrik kanalin E-cadherin eksprese eder-
ken, metanefrik blastemden gelisen tibillerin cadherin 6 eksprese
ettikleri bildirilmistir. Mezonefrik kanalla birlesen tibdullerde ise
yalnizca E-cadherin eksprese edilmektedir. Yine ayni calismada ge-
beligin yaklasik 15,5. glintinde ureter tomurcugu ve major toplama
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tibillerinde E-cadherin, virgul sekilli bobrek cisimciginin Greter
tomurcuguna uzak olan kisimda cadherin 6 Ureter tomurcuguna
yakin bolgede E-cadherin eksprese edildigi gosterilmistir. Bu ca-
lismada podosit oncilt hicreler ise ¢cok az miktarda cadherin 6
eksprese ettikleri S sekilli proksimal tibillerinde cadherin 6, distal
tubullerde ise E-cadherin eksprese oldugu rapor edilmistir.

Biz calismamizda gebeligin 11. 13. 15. 17. ve 19. gtinlerindeki
bobrek dokusunda E-cadherin ekspresyonunu inceledik. E-cadherin
ilk olarak gebeligin 15. guniindeki bobrek dokusunda belirlendi.
Gebeligin 11. ve 13. ginlerindeki bobrek dokusunda E-cadherin
ekspresyonu negatif olarak izlendi. Gebeligin 17. ve 19. ginlerin-
de de E-cadherin ekspresyonu oldukga belirgindi. Reaksiyon hiicre
membraninda ve ozellikle apikalde yogun olarak izlendi. Tubdl-
lerdeki reaksiyon oldukca kuvvetliydi. Virgil ve s sekilli bobrek
cisimcikleri orta ve yogun sekilde iki farkh reaksiyon gosterdi. 19
guinlik embriyo bobreginde tibillerde E-cadherin reaksiyonu po-
zitif olmasina karsin glomertilde reaksiyon cok zayifti. Ayrica bu
grupta proksimal ve distal tubdllerin 6ncillerinde immunreaksiyo-
nun farkli oldugu belirlendi. Yapilan ¢calismalarda E-cadherinlerin
ozellikle distal tubtllerde yogun oldugu ve proksimal ttbdllerde
daha zayif reaksiyon gosterdigi rapor edilmektedir. Bunlardan biri
Shimazui ve ark.’daslari (21) tarafindan yapilmis bir ¢calismadir. Bu
calismada s sekilli bobrek cisimciginde st bolimlerde yer alan
ve ileride distal tibullerin gelisecegi bolimde ve toplama tibdlle-
rinde E-cadherin ekspresyonun pozitif oldugu bildirilmistir. Bizim
calismamizda da 15. ve 17. glinlerdeki bobrek cisimciginde ve 19.
guindeki proksimal ve distal tubdllerdeki reaksiyon yogunlugu da
farkli idi.

Sonuc¢

Biz calismamizda E-cadherin ekspresyonunun bobregin hem geli-
sim donemlerinde hem de degisik bolgelerinde farkhiliklar gosterdi-
gini belirledik. Bu farkliliklar bize konjenital bobrek hastaliklarinin
nedenlerinin arastirilmasinda ve tanisinda ve ayrica erigskin donem-
de nefrotoksisite ve bobrek patolojilerinin degerlendirilmesinde ve
tedavisinde 6nemli katkilar saglayabilecegini dustindtirmektedir.
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