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ImunohistoloSke karaktersitike kolagena,
laminina i sijaloadhezina u podvili¢noj
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pljuvacnoj Zlezdi pacova tokom ontogeneze

Immunohistological Characteristics of Collagen,

Laminin and Sialoadhesin in The Rat Submandibular

Salivary Gland During Ontogenesis

KRATAK SADRZAJ

Cilj ovog rada je bio da se ispita ekspresija kolagena, laminina i
sijaloadhezina u podviliénoj pljuvacnoj lezdi (PPZ) pacova tokom postna-
talnog razvoja (1, 30, 60 dana). Imunohistohemijski, streptavidin-biotin per-
oksidaznom bojenjem, upotrebom razlicitih monoklonskih antitela RMC-23
(specificéno za kolagen), o,f,(specifi¢no za laminin) i ED3 (speciti¢no za
sijaloadhezin) detektovane su ove komponente ekstracelijskog matriksa.
RMC-23 mAt se snazno vezuje za bazalne membrane izvodnih kanala
(umetnuti, prugasti i ekskretorni kanali) i intersticijum. Ekspresija u bazal-
nim membranama acinusa se povecava u toku razvoja Zzlezde. Sli¢nu
imunoreaktivnost ima o3, mAt, ali je intersticijum pokazivao negativnu
reakciju. Epitelne Celije izvodnih kanala posebno neonatalnih Zivotinja bile
su af3, +. ED3 mAt je za razliku od o3, i RMC-23 mAt detektovano i u
mioepitelnim Celijama Cija se reaktivnost povecava tokom ontogeneze.
Veoma je interesantan nalaz sijaloadhezina u mioepitelnim éelijama PPZ
pacova koji nije opisan u literaturi, §to zahteva dalja ispitivanja. Ovi rezul-
tati pokazuju da adhezioni molekuli i proteini ekstraéelijskog matriksa
imaju znacajnu biohemijsku ulogu u toku postnatalnog razvoja podvilicne
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Podvili¢na pljuvaéna zlezda (PPZ) se &esto koristi kao
model za proucavanje procesa morfogeneze i citodiferenci-
jacije. Znacajnu ulogu u razvoju ove zlezde imaju
ekstracelijski molekuli: kolagen, laminin, fibronektin, pro-
teoglikani'****¢’.  Povezivanje c¢elija sa molekulima
ekstracelijskog matriksa se ostvaruje preko adhezionih
molekula- integrina na membrani ¢elija. Tokom postnatalnog
razvoja parotidne zlezde, Lazowski i sar.,” su pokazali da
postoji koekspresija laminina i kolagena (tip IV i I) sa inte-
grinskim receptorima (0,3, ). Integrini su hetrodimeri koji
imaju glavnu ulogu u o¢uvanju integriteta tkiva kao i u regu-
laciji proliferacije, diferencijacije i migracije celija. Sastoje
se od dva transmembranska glikoproteina oznaceni kao o 1
B ¢ijim kombinacijama se formira familija od 24 razli¢ita
integrina *>'°.

U literaturi postoje razliciti podaci o ulozi ekstraceli-
jskih molekula u razvoju PPZ i njihovom prisustvu tokom
postnatalnog razvoja.

Naime, u normalnom i patoloski izmenjenom tkivu
pljuvaénih Zlezda pokazana je razli¢ita promena u ekspresiji
integrinskih subjedinica'". Poznavanje bioloske uloge i pris-
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ustva adhezionih molekula u normalnom zlezdanom tkivu je
znacajno zbog njihove funkcije u tumorski izmenjenom tkivu
i time otvorile nove moguénost za razvoj novih dijagno-
stickih metoda.

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

Materijal i metode

Ko materijal u ovom ispitivanju kori$¢ena je podvilicna
pljuvacna Zlezda, uzimana od pacova soja AO (Albino
Oxford), muskog pola, starosti 1, 30, 60 dana gajenih u
vivarijumu  Instituta za  medicinska  istrazivanja
Vojnomedicinske akademije. Pacovi su zrtvovani etarskom
inhalacionom anestezijom. Pre pravljenja kriostatskih prese-
ka zlezda je potopljena u fizioloski rastvor. Preseci tkiva ,
debljine 5-6 pm, suSeni su na sobnoj temperaturi 2-3 sata ili
su ostavljeni u frizideru preko noc¢i. Nakon toga fiksirani su u
acetonu 10 min.
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U ovom istrazivanju su kori§¢ena primarna monoklons-
ka antitela:

- RMC-23 (proizvedeno u Institutu za medicinska
istrazivanja VMA) specificno za kolagen pacova, po
izotipu je IgG,".

- o,P,; VLA-6integrin (Biosource) receptor za laminin,
po izotipu je IgG,.

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

Sekundarna antitela su Ig koze ili ovce protiv migjeg Ig.
Antitela su konjugovana biotinom ( Dakopats) . Streptavidin-
konjugovan peroksidazom je takode kupljen od Dakopats-a.

Za imunohistohemijsku metodu koriscen je :

- rastvor TBS ( tris-buffered saline ) je koriS¢en za ispi-
ranje kriostatskih preseka u svim fazama imunocito-
hemijskog bojenja. Napravljen je meSanjem 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 H,O.

- rastvor DAB ( 3’3 diaminobenzidine tetrahydrochlo-
ride) (Sigma) je koris¢en kao substrat za peroksidazu u
imunocitohemijskim reakcijama. Peroksidaza u pris-
ustvu DAB reaguje sa H,O, i nastaje tamno braon
nerastvorljivi precipitat na mestu reakcije. Koris¢en je
0,06 DAB 10,01 H,O, rastvoreni u TBS.

- rastvor, metanol-peroksid je upotrebljavan za blokadu

endogene peroksidaze. U 100 ml metanola dodavan je 1
ml 30%H,0,.

- Kajzer gel ( Kaiser's glycerol gel) je koris¢en za trajno
pravljenje preparata, a sadrzi: -10g Zzelatina, 70ml
glicerola, 0,25g fenola i 60ml destilovane vode

Imunohistohemijska ispitivanja su obuhvatila Strepta-
vidin-biotin peroksidazno bojenje. Kriostatski preseci tkiva
PPZ koji su bili fiksirani u acetonu, inkubirani su sa po 20ul
primarnog mAt odgovarajuceg razblazenja ( RMC-23 1:150;
oB, 1:50 ; ED3 1:25) u TBS, u vlaznoj komori 60 min.
Zatim su tkivni preseci isprani u TBS 10min., posle cega je
blokirana endogena peroksidaza sa 3 vodonik peroksidom u
metanolu, 20 min. Na preseke tkiva je naneto 20-30pl
sekundarnog antitela konjugovan biotinom u razblaZenju
1:50. Preseci su inkubirani u vlaznoj komori 30 min na sob-
noj temperaturi. Posto su plocice isprane u TBS naneto je po
20 1 streptavidina konjugovan peroksidazom u razblazenju
1:50, i ostavljene su 30 min. na sobnoj temperaturi. Ispiran-
jem u TBS nanoSen je supstrat DAB na plocice u trajanju 5-
15 min, kada je doSlo do razvoja citohemijske reakcije.
Preparati su kontrastirani rastvorom hematoksilina i monti-
rani Kajzerovim gelom. Analiza obojenih preparata je vrSena
svetlosnim mikroskopom.

U ovom radu su kori§¢ena monoklonska antitela koja
prepoznaju adhezione molekule i neke od komponenti
vanéelijskog matriksa na PPZ pacova. Imunohistologke
karakteristike ove zlezde su prou¢avane na zivotinjama 1, 30,
i 60. dana postnatalnog razvoja. Zadnji termin istovremeno
oznaCava i polnu zrelost Zivotinje. Analiza je uradena na
svetlosnom mikroskopu firme Olympus. Intezitet citohemi-
jske reakcije je rangiran od 1 do 4.

Tabela 1: Imunoreaktivnost monoklonskih antitela RMC-23, a8, ED3 na podvilicnoj pljuvacnoj Zlezdi pacova u toku ontogeneze.

Table 1: Immunoreactivity of RMC-23, o,8,, ED3 mAbs with rat submandibular salivary glands during ontogenesis

Strukturni RMC-23 oB, ED3
Elementi ontogeneza (dani) ontogeneza (dani) ontogeneza (dani)

1 30 60 1 30 60 1 30 60
ACINUSI
Epitelne celije - - - - - - - - -
Bazalna membrana 4+(@)  4Hb)  4H(o) 4+(c)  4+c)  4+(0) - , .
Mioepitelne ¢elije - - - - - - - 4+(b) 4+
UMETNUTI KANALI
Epitelne Celije 3 ) ) . ) . 4+(c) 4+(c)  4+(0);2+(0) ]
Bazalna nenbrana ) 4o (o) () 4 4H0) ) ) 3
PRUGASTI KANALI
Epitelne celije - B - 3*(e) 2H(e) 2H) 3+(a);4+(b)]  1+(b) -
Bazalna membrana 4He) 4 40 4+c) 4 4H(o) - - -
Miopepitelne ¢elije - B B - - - 3+(a) 2+(a) 2+(a)
EKSKRETORNI KAN.
Eptelne éelije - - - 34 24 2HO© 4+(c)  4+(Db) 4+,
Bazalne ¢elije 3 - ) - ) ) 4+(b)  4+(b) 4+(c)
Bazalna membrana AHe) 4t 4O 4+(c) 4+ 4o - - -
INTERSTICLIUM 41c)  4Hc)  4+(c) - ; ) ) ) )
KRVNI SUDOVI ) M) 4 o) () 4o - - -
LEGENDA: - = negativno bojenje 1+= slabo bojenje, 2+= umereno bojenje, 3+= snazno bojenje, 4+= izrazito snazno bojenje, a= 10-20%

pozitivnih ¢elija, b= 30-50% pozitivnih ¢elija, c= vecina pozitivnih ¢elija, ,= bojenje pojedinacnih ¢elija, | = razliGita 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
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Rezultati

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 1 i na slici
1(a,b,c,d,e). Rezultati bojenja PPZ sa ovim mAt su prikazani
u tabeli 1. RMC-23 mAt se izrazito snazno vezuje za intersti-
cijum i bazalne membrane epitelnih struktura PPZ (slika 1a).
Bazalne membrane izvodnih kanala (umetnuti, prugasti,
ekskretorni) pokazuju veoma snaznu imunoreaktivnost sa
ovim mAt kako kod neonatalnih tako i kod adultnih Zivotinja
(60 dana). Reaktivnost sa bazalnom membranom acinusa se
blago povecava tokom razvoja zlezde. Rezulati pokazuju da
ovo antitelo nije detektovano u epitelnim celijama acinusa i
izvodnih kanala dok su krvni sudovi RMC-23+.

Rezultati bojenja PPZ sa 0,3, mAt su prikazani na
tabeli 1. Monoklonsko antitelo o, se vezuje veoma
snazno 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.
Takode su i krvni sudovi o, +. Ovi rezultati pokazuju da
ovo antitelo prepoznaje epitelne celije prugastih i ekskre-
tornih kanala (slika 1b). Epitelne ¢elije ovih kanala pokazuju

promenljivu imunoreaktivnost sa ovim antitelom. Na

rodenju, epitelne ¢elije izvodnih kanala su snazno pozitivne
dok se tokom ontogeneze uocava blago smanjenje ekspresije.
Celije acinusa su o, f3,-.

% -
11219 .o\

- B i -
il B4 Y ot
ol B £ s s

Slika 1 Streptavidin-biotin peroksidazno bojenje podvilicne pljuvacne Zlezde
pacova:

(a) RMC-23 mAt, kod adultne Zlezde. Izrazito snazno bojenje intersticijuma i
bazalne membrane acinusa i izvodnih kanala, ( x400). (b i ¢) o3, mAt, snaZzno
obojene epitelne Celije prugastih i ekskretornih kanala i zid krvnog suda
neonatalnog (b) kao i snazna prebojenost bazalnih membrana acinusa i
izvodnih kanala adultnog (c) pacova. (d,e) ED3 mAt kod adultne Zlezde.
Najsnaznija imunoreaktivnost u mioepitelnim éelijama oko acinusa (d) i u
pojedinim Celijama  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) a3,
mADb, 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.
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Rezultati bojenja PPZ sa ED3 mAt su prikazani na
tabeli 1. Kod neonatalnih zivotinja ovo antitelo je snazno
ispoljeno u epitelnim ¢elijama umetnutih, prugastih i
ekskretornih kanala, dok je kod adultnih Zivotinja (60 dana)
prisutna snazna reaktivnost samo u pojedinim celijama
ekskretornih kanala koje su blize bazalnoj membrani (slika
le). Acinusi nisu ispoljili reaktivnost sa ED3. Za razliku od

RMC-23 i o8, mAt, ovo antitelo je predominanti marker

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

Diskusija

Slabija diferencijacija epitelnih ¢elija PPZ na rodenju u
odnosu na adultni period je prikazana u brojnim ispitivanji-
ma.*"* . U citodiferencijaciji PPZ vaznu ulogu imaju
molekuli ekstracelijskog matriksa, koji se preko adhezionih
molekula povezuju sa proteinima citoskeleta™ .

U ovoj imunohistoloskoj studiji posli smo od, u litera-
turi prikazane, fenotipske heterogenosti epitelnih ¢elija, kao i
drugih struktura PPZ pacova u toku ontogeneze. Koristili
smo monoklonska antitela koja prepoznaju razli¢ite molekule
na ¢elijama ili komponentama vancelijskog matriksa. Nasi
rezultati pokazuju da se RMC-23 mAt snazno vezuje za
intersticijum PPZ i bazalne membrane epitelnih struktura, $to
je u saglasnosti sa ranijim zaklju¢kom da ovo antitelo detek-
tuje neke od komponenti pacovskog kolagena ™ . Moze se
zakljuciti da reaktivnost ovog mAt odgovara lokalizaciji
kolagena tipa IV na osnovu rezultata i istraZivanja na misu*’
i pacovu*®. Sli¢nu distribuciju kao RMC-23 mAt pokazuje i

antitelo koje detektuje VLA-6 (o,B3, integrin). Dobijeni rezul-

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

struktura PPZ kao i krvnih sudova. Izrazenost o, 3, mAt se

delimi¢no poklapa sa ekspresijom laminina koji je osnovni
konstituent bazalne membrane epitelnih struktura PPZ. 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 Zlezde pacova® i PPZ mi$a*’. Za razliku od RMC-
23 mAt, koje ne detektuje epitelne celije, potvrdjeno je da

antitelo o, prepoznaje i epitelne Celije prugastih i ekskre-

tornih kanala. Ekspresija na ovim celijama se smanjuje
tokom ontogeneze. Obzirom da ovo antitelo detektuje VLA-6
moze se pretpostaviti da ovaj adhezioni molekul mozda ima
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Monoklonsko antitelo RMC-23 (specifi¢no za kolagen)
snazno se vezuje za intersticijum i bazalne membrane epitel-
nih struktura PPZ pacova, $to odgovara lokalizaciji kolagena
tipa IV. Imunoreaktivnost antitela a661 nije detektovana u
intersticijumu, ali je pokazala snaznu reaktivnost u bazalnim
membranama svih epitelnih struktura, $to se poklapa sa
ekspresijom laminina koji je osnovni konstituent ove mem-

brane. Takode je o3, mAt pokazala reaktivnost sa epitelnim

¢elijama ove zlezdekoja se smanjuje tokom ontogeneze.
Posebno je interesanta ekspresija sijaloadhezina (ED3 mAt)
u epitelnim i mioepitelnim éelijama PPZ pacova, §to otvara
mogucnost proucavanja funkcije ovo adhezionog molekula u
pljuvacnim zlezdama.

Ova zapazanja zahtevaju dalja istrazivanja biohemijskih
i funkcionalnih karakteristika pojedinih komponenti PPZ s
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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), o3, (specific for
laminin) and ED3 (specitic 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 o3, mAb, but the intersticium showed a negative reaction to
this antibody. Positive reactivity of a3, mAb of epithelial ductal cells, par-
ticularly of the neonatal animals, was found. In contrast to o, f3, 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.

Key words: submandibular salivary gland, ontogenesis, extracellular matrix
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