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Podvili~na pljuva~na `lezda (PP@) se ~esto koristi  kao
model za prou~avanje procesa morfogeneze i citodiferenci-
jacije. Zna~ajnu ulogu u razvoju ove `lezde  imaju
ekstra}elijski molekuli: kolagen, laminin, fibronektin, pro-
teoglikani1,2,3,4,5,6,7. Povezivanje }elija sa molekulima
ekstra}elijskog matriksa se ostvaruje preko adhezionih
molekula- integrina na membrani }elija. Tokom postnatalnog
razvoja parotidne `lezde, Lazowski i sar.,2 su pokazali da
postoji koekspresija laminina i kolagena (tip IV i I) sa inte-
grinskim receptorima (α6β1 ). Integrini su hetrodimeri koji
imaju glavnu ulogu u o~uvanju integriteta tkiva kao i u regu-
laciji proliferacije, diferencijacije i migracije }elija. Sastoje
se od  dva transmembranska glikoproteina ozna~eni kao α i
β ~ijim kombinacijama se formira familija od 24 razli~ita
integrina 8,9,10 .

U literaturi postoje razli~iti podaci o ulozi ekstra}eli-
jskih molekula u razvoju PP@ i njihovom prisustvu tokom
postnatalnog razvoja. 

Naime, u normalnom i patolo{ki izmenjenom tkivu
pljuva~nih `lezda pokazana je  razli~ita promena u ekspresiji
integrinskih subjedinica11,12. Poznavanje biolo{ke uloge i pris-

ustva adhezionih molekula u normalnom `lezdanom tkivu je
zna~ajno zbog njihove funkcije u tumorski izmenjenom tkivu
i time otvorile nove mogu}nost za razvoj novih dijagno-
sti~kih metoda.

Cilj ovog rada je bio da se ispita ekspresija kolagena,
laminina i sijaloadhezina u PP@ pacova tokom ontogeneze. 

Materijal i metode

Ko materijal u ovom ispitivanju kori{}ena je podvili~na
pljuva~na `lezda, uzimana od pacova soja AO (Albino
Oxford), mu{kog pola, starosti 1, 30, 60 dana gajenih u
vivarijumu Instituta za medicinska istra`ivanja
Vojnomedicinske akademije. Pacovi su `rtvovani  etarskom
inhalacionom anestezijom. Pre pravljenja kriostatskih prese-
ka `lezda je potopljena u fiziolo{ki rastvor. Preseci tkiva ,
debljine 5-6 µm, su{eni su na sobnoj temperaturi 2-3 sata ili
su ostavljeni u fri`ideru preko no}i. Nakon toga fiksirani su u
acetonu 10 min.
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U ovom istra`ivanju su kori{}ena primarna monoklons-
ka antitela:

- RMC-23 (proizvedeno u Institutu za medicinska
istra`ivanja VMA) specifi~no za kolagen pacova, po
izotipu je IgG1

15.

- α6β1; VLA-6integrin (Biosource) receptor za laminin,
po izotipu je IgG1.

- ED3 (Serotek) prepoznaje sijaloadhezin pacova, po
izotipu je IgG1.

Sekundarna antitela su Ig koze ili ovce protiv  mi{jeg Ig.
Antitela su konjugovana biotinom ( Dakopats) . Streptavidin-
konjugovan peroksidazom je tako|e kupljen od Dakopats-a. 

Za imunohistohemijsku metodu kori{}en je :

- rastvor TBS ( tris-buffered saline ) je kori{}en za ispi-
ranje kriostatskih preseka u svim fazama imunocito-
hemijskog bojenja. Napravljen je me{anjem 50 ml 0,5
mol TRIS i 50 ml 1,5 mol NaCl - odmeriti 87,66 (1,5
mol) NaCl a zatim dodavanjem destilovane vode do
500 ml H2O.

- rastvor DAB ( 3’3 diaminobenzidine tetrahydrochlo-
ride) (Sigma) je kori{}en kao substrat za peroksidazu u
imunocitohemijskim reakcijama. Peroksidaza u pris-
ustvu DAB reaguje sa  H2O2 i nastaje tamno braon
nerastvorljivi precipitat na mestu reakcije. Kori{}en je
0,06  DAB i 0,01  H2O2 rastvoreni u TBS.

- rastvor, metanol-peroksid je upotrebljavan za blokadu
endogene peroksidaze. U 100 ml metanola dodavan je 1
ml 30%H2O2.

- Kajzer gel ( Kaiser's glycerol gel) je kori{}en za trajno
pravljenje preparata, a sadr`i: -10g `elatina, 70ml
glicerola, 0,25g fenola i 60ml destilovane vode

Imunohistohemijska ispitivanja su obuhvatila Strepta-
vidin-biotin peroksidazno bojenje.  Kriostatski preseci tkiva
PP@  koji su bili fiksirani u acetonu, inkubirani su sa po 20µl
primarnog mAt  odgovaraju}eg razbla`enja ( RMC-23 1:150;
α6β1 1:50 ; ED3 1:25) u TBS, u vla`noj komori 60 min.
Zatim su tkivni preseci isprani u TBS 10min., posle ~ega je
blokirana endogena peroksidaza sa 3  vodonik peroksidom u
metanolu, 20 min. Na preseke tkiva  je naneto 20-30µl
sekundarnog antitela konjugovan biotinom u razbla`enju
1:50. Preseci su inkubirani u vla`noj komori 30 min na sob-
noj temperaturi. Po{to su  plo~ice isprane u TBS naneto je po
20 l streptavidina konjugovan  peroksidazom u razbla`enju
1:50, i ostavljene su 30 min. na sobnoj temperaturi. Ispiran-
jem u TBS nano{en je supstrat DAB na plo~ice u trajanju 5-
15 min, kada je do{lo do razvoja citohemijske reakcije.
Preparati su kontrastirani rastvorom hematoksilina i monti-
rani Kajzerovim gelom. Analiza obojenih preparata je vr{ena
svetlosnim mikroskopom.

U ovom radu su kori{}ena monoklonska antitela koja
prepoznaju adhezione molekule i neke od komponenti
van}elijskog matriksa na PP@ pacova. Imunohistolo{ke
karakteristike ove `lezde su prou~avane na `ivotinjama 1, 30,
i 60. dana postnatalnog razvoja. Zadnji termin istovremeno
ozna~ava i polnu zrelost `ivotinje. Analiza je ura|ena na
svetlosnom mikroskopu firme Olympus. Intezitet citohemi-
jske reakcije je rangiran od 1 do 4.
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Strukturni
Elementi

ACINUSI
Epitelne }elije
Bazalna membrana
Mioepitelne }elije

UMETNUTI KANALI
Epitelne }elije
Bazalna nenbrana

PRUGASTI KANALI
Epitelne }elije
Bazalna membrana
Miopepitelne }elije

EKSKRETORNI KAN.
Eptelne }elije
Bazalne }elije
Bazalna membrana

INTERSTICIJUM

KRVNI SUDOVI

RMC-23
ontogeneza (dani)

1 30 60

- - -
4+(a) 4+(b) 4+(c)

- - -

- - -
4+(c) 4+(c) 4+(c)

- - -
4+(c) 4+(c) 4+(c)

- - -

- - -
- - -

4+(c) 4+(c) 4+(c)

4+(c) 4+(c) 4+(c)

4+(c) 4+(c) 4+(c)

α6β1

ontogeneza (dani)
1 30 60

- - -
4+(c) 4+(c) 4+(c)

- - -

- - -
4+(c) 4+(c) 4+(c)

3+(c) 2+(c) 2+(c)
4+(c) 4+(c) 4+(c)

- - -

3+(c) 2+(c) 2+(c)
- - -

4+(c) 4+(c) 4+(c)

- - -

4+(c) 4+(c) 4+(c)

ED3
ontogeneza (dani)

1 30 60

- - -
- - -
- 4+(b) 4+(c)

4+(c) 4+(c) 4+(b);2+(c)
- - -

3+(a);4+(b) 1+(b) -
- - -    

3+(a) 2+(a) 2+(a)

4+(c) 4+(b) 4+‚
4+(b) 4+(b) 4+(c)

- - -

- - -

- - -

Tabela 1: Imunoreaktivnost monoklonskih antitela RMC-23, α6β1, ED3  na podvili~noj pljuva~noj `lezdi pacova  u toku ontogeneze.

Table 1: Immunoreactivity of RMC-23, α6β1, ED3 mAbs with rat submandibular salivary glands during ontogenesis

LEGENDA: - = negativno bojenje 1+= slabo bojenje, 2+= umereno bojenje, 3+= sna`no bojenje, 4+= izrazito sna`no bojenje, a= 10-20%
pozitivnih }elija, b= 30-50% pozitivnih }elija, c= ve}ina pozitivnih }elija, ‚= bojenje pojedina~nih }elija,   = razli~ita obojenost pojedinih
}elija unutar ispitivanog odeljka svih ispitivanih struktura.
LEGEND OF FIGURE: - = negative staining, 1+= weak staining , 2+= moderate staining, 3+= strong staining, 4+= very strong staining, a=
10-20  positive cells, b= 30-50  positive cells, c=majority  positive cells,  =staining  single cells,   = different staining single  cells inside
invetigated field all investigated structures



Rezultati

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 1 i na slici
1(a,b,c,d,e). Rezultati bojenja PP@ sa ovim mAt su prikazani
u tabeli 1. RMC-23 mAt se izrazito sna`no vezuje za intersti-
cijum i bazalne membrane epitelnih struktura PP@ (slika 1a).
Bazalne membrane izvodnih kanala (umetnuti, prugasti,
ekskretorni) pokazuju veoma sna`nu imunoreaktivnost sa
ovim mAt kako kod neonatalnih tako i kod adultnih `ivotinja
(60 dana). Reaktivnost sa bazalnom membranom acinusa se
blago pove}ava tokom razvoja `lezde. Rezulati pokazuju da
ovo antitelo nije detektovano u epitelnim }elijama acinusa i
izvodnih kanala dok su krvni sudovi RMC-23+. 

Rezultati bojenja PP@ sa α6β1 mAt su prikazani na
tabeli 1.  Monoklonsko antitelo α6β1 se vezuje veoma
sna`no za bazalne membrane acinusa i izvodnih kanala
(umetnuti, prugasti, ekskretorni) bez promena u ekspresiji
tokom ontogeneze ( slika 1c). Za razliku od RMC-23 mAt ,
ovo mAt pokazuje negativnu reaktivnost sa intersticijumom.
Tako|e su i krvni sudovi α6β1 +. Ovi rezultati pokazuju da
ovo antitelo prepoznaje epitelne }elije prugastih i ekskre-
tornih kanala (slika 1b). Epitelne }elije ovih kanala pokazuju
promenljivu imunoreaktivnost sa ovim antitelom. Na
ro|enju, epitelne }elije izvodnih kanala su sna`no pozitivne
dok se tokom ontogeneze uo~ava blago smanjenje ekspresije.
Celije acinusa su α6β1-.
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Slika 1  Streptavidin-biotin peroksidazno bojenje podvili~ne pljuva~ne `lezde
pacova:

(a) RMC-23 mAt, kod adultne `lezde. Izrazito sna`no bojenje intersticijuma i
bazalne membrane acinusa i izvodnih kanala, ( x400). (b i c) α6β1 mAt, sna`no

obojene epitelne }elije prugastih i ekskretornih kanala i zid krvnog suda
neonatalnog (b) kao i sna`na prebojenost bazalnih membrana acinusa i

izvodnih kanala  adultnog (c) pacova. (d,e) ED3 mAt kod adultne `lezde.
Najsna`nija imunoreaktivnost u mioepitelnim }elijama oko acinusa (d) i u

pojedinim }elijama   ekskretornog kanala (e) (x 400).
Figure 1 Streptavidin-biotin peroxidase staining of the rat submandibular

salivary glands:
(a) RMC-23 mAb, at the adult gland. The very strong staining of the

intersticium and basal membranes acini and ductal systems, (x 400). (b,c) α6β1

mAb, strong staining to the epithelial cells striated and excretory duct, blood
vessel walls neonatal (b) and strong staining to the basal membranes acini and

ductal sistem adult (c) rat, x 400. (d,e) ED3 mAb, at the adult gland. The
strongest immunoreactivity  in the myoepithelial cells around acini (d), and in

single cells excretory duct (e), x 400.

a b

c

e

d



Rezultati bojenja PP@ sa ED3 mAt su prikazani na
tabeli 1. Kod neonatalnih `ivotinja ovo antitelo je sna`no
ispoljeno u epitelnim }elijama   umetnutih, prugastih i
ekskretornih kanala, dok je kod adultnih `ivotinja (60 dana)
prisutna sna`na reaktivnost samo u pojedinim }elijama
ekskretornih kanala koje su bli`e bazalnoj membrani (slika
1e). Acinusi nisu ispoljili reaktivnost sa ED3. Za razliku od

RMC-23 i α6β1 mAt , ovo antitelo je  predominanti marker

mioepitelnih }elija (slika 1d). U kasnijem postnatalnom peri-
odu, pove}ava se pozitivnost mioepitelnih }elija oko acinusa,
a smanjuje ekspresija u prugastim kanalima.

Diskusija

Slabija diferencijacija epitelnih }elija PP@  na ro|enju u
odnosu na adultni period je prikazana u brojnim ispitivanji-
ma.1,13,14 . U citodiferencijaciji PP@ va`nu ulogu imaju
molekuli ekstra}elijskog matriksa, koji se preko adhezionih
molekula  povezuju sa proteinima citoskeleta 2,5 .

U ovoj imunohistolo{koj studiji po{li smo od, u litera-
turi prikazane, fenotipske heterogenosti epitelnih }elija, kao i
drugih struktura PP@ pacova u toku ontogeneze. Koristili
smo monoklonska antitela koja prepoznaju razli~ite molekule
na }elijama ili komponentama van}elijskog matriksa. Na{i
rezultati pokazuju da se RMC-23 mAt sna`no vezuje za
intersticijum PP@ i bazalne membrane epitelnih struktura, {to
je u saglasnosti sa ranijim zaklju~kom da ovo  antitelo detek-
tuje neke od komponenti pacovskog kolagena 15 . Mo`e se
zaklju~iti da reaktivnost ovog mAt odgovara lokalizaciji
kolagena tipa IV na osnovu  rezultata  i istra`ivanja na mi{u4,5

i pacovu 3,6. Sli~nu distribuciju kao RMC-23 mAt pokazuje i

antitelo koje detektuje VLA-6 (α6β1 integrin). Dobijeni rezul-

tati pokazuju da je ekspresija ovog adhezionog molekula pre-
dominantno vezano za bazalne membrane svih epitelnih

struktura PP@ kao i krvnih sudova. Izra`enost α6β1 mAt se

delimi~no poklapa sa ekspresijom laminina koji je osnovni
konstituent bazalne membrane epitelnih struktura PP@. To je
u saglasnosti sa poznatom ~injenicom da je VLA-6 receptor
za laminin. Sli~no ovim rezultatima, dokazano je prisustvo
laminina u bazalnim membranama strukturnih komponenti
parotidne `lezde pacova 3 i  PP@ mi{a 4,5. Za razliku od RMC-
23 mAt, koje ne detektuje epitelne }elije, potvrdjeno je da

antitelo α6β1 prepoznaje i epitelne }elije prugastih i ekskre-

tornih kanala. Ekspresija na ovim }elijama se smanjuje
tokom ontogeneze. Obzirom da ovo antitelo detektuje VLA-6
mo`e se pretpostaviti da ovaj adhezioni molekul mo`da ima

neke druge funkcije u epitelnim }elijama PP@ pacova. Veruje
se da tokom razvoja embriona, laminin-1 koji se vezuje za

α6β1 integrinske receptore podsti~e diferencijaciju epitelnih

}elija 7. Redman (1987) je uo~io da se laminin i kolagen (tip
IV i I) mnogo vi{e proizvode 1. nego 21. dana kada dolazi do
smanjenja ovih molekula ekstra}elijskog matriksa. To se
sla`e sa rezultatima Lazowskog  i sar., (1994). Tako|e se
smanjenje ovih molekula poklapa sa po~etkom citodiferenci-
jacije acinusa i duktusa. 

Monoklonsko antitelo ED3 prepoznaje pacovski
sijaloadhezin. Ovaj molekul je predominantno ispoljen na
populaciji makrofaga i u subkapsularnoj zoni limfnog
~vora16. Iako funkcije ovog molekula nisu dovoljno prou~ene
smatra se da je sijaloadhezin uklju~en u vezivanje makrofga i
limfocita {to bi moglo biti od zna~aja u daljoj aktivaciji lim-
focita. Dosada{nji dobijeni podaci ura|eni u Laboratoriji za
}elijsku biologiju Slobodnog Univerziteta u Amsterdamu
pokazuju da se ED3 mAt vezuje u ve}im koncentracijama i
za neke epitelne }elijske linije timusa pacova15. Rezultati
istra`ivanja ove studije su prvi ukazuju na reaktivnost ED3
mAt sa epitelnim }elijama pljuva~nih `lezda. Kao {to se iz
ovih rezultata mo`e videti sijaloadhezin je ispoljen na
mioepitelnim }elijama i epitelnim }elijama izvodnih kanala.
Zbog toga su ovi rezultati dobra osnova za dalja prou~avanja
ekspresije i funkcije ED3 molekula u pljuva~noj `lezdi.
Obzirom da je sijaloadhezin adhezivni molekul mo`e se pret-
postaviti da je on verovatno  uklju~en i u adhezivne reakcije
izme|u epitelnih }elija pljuva~ne `lezde i drugih komponenti
(}elijski i van}elijski molekuli). 

Zaklju~ak

Monoklonsko antitelo RMC-23 (specifi~no za kolagen)
sna`no se vezuje za intersticijum i bazalne membrane epitel-
nih struktura PP@ pacova, {to odgovara lokalizaciji kolagena
tipa IV. Imunoreaktivnost antitela  a6ß1 nije detektovana u
intersticijumu, ali je pokazala sna`nu reaktivnost u bazalnim
membranama svih epitelnih struktura, {to se poklapa sa
ekspresijom laminina koji je osnovni konstituent ove mem-

brane. Tako|e je α6β1 mAt pokazala reaktivnost sa epitelnim

}elijama ove `lezdekoja se smanjuje tokom ontogeneze.
Posebno je interesanta ekspresija sijaloadhezina (ED3 mAt)
u epitelnim i mioepitelnim }elijama PP@ pacova, {to otvara
mogu}nost  prou~avanja funkcije ovo adhezionog molekula u
pljuva~nim `lezdama.

Ova zapa`anja zahtevaju dalja istra`ivanja biohemijskih
i funkcionalnih karakteristika pojedinih komponenti PP@  s
obzirom na zna~ajnu i kompleksnu funkciju ove `lezde.
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IMMUNOHISTOLOGICAL CHARACTERISTICS OF COLLAGEN, 
LAMININ AND SIALOADHESIN IN THE RAT SUBMANDIBULAR 
SALIVARY GLAND DURING ONTOGENESIS

SUMMARY
The aim of this study was to investigate the  expression  of collagen,

laminin and  sialoadhesin in the rat submandibular salivary gland during
postnatal development (1st, 30th,and 60th day) by using various monoclon-
al antibodies (mAbs) RMC-23 (specific for  collagen), α6β1 (specific for
laminin) and ED3 (specific for  sialoadhezin). These  components  of extra-
cellular matrix were detected. RMC-23 mAb showed strong positivity to the
basal membranes of the ductal system (intercalated, striated and excretory
ducts) and of intersticium.  Increased expression in the basal membrane of
acini during development of glands was noted. Similar immunoreactivity
was shown by α6β1 mAb, but the intersticium showed a negative reaction to
this antibody. Positive reactivity of α6β1 mAb of  epithelial ductal cells, par-
ticularly of the neonatal animals, was found.  In contrast to α6β1 and RMC-
23 mAbs, ED3 mAb  was increasingly  expressed in the myoepithelial cells
during ontogenesis. Our findings regarding the  immunoreactivity of colla-
gens and laminins are  in accordance with the findings of other autors. The
very interesting finding of sialoadhesin in myoepithelial cells of the rat sub-
mandibular salivary gland, which is  not described in literature and needs
further investigation. Our results suggest that adhesion molecules and extra-
cellular matrix proteins have an important biochemical role during postnatal
development of the submandibular salivary gland.
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