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kalsiyum baglayan wbS-100, S-100a ve S-100B proteinleri ile a-SMA’nin immuno-
histokimyasal lokalizasyonlarini ortaya koymak amaciyla planlandi. Siganlardan
anestezi altinda lakrimal bezin ekstraorbital ve intraorbital kisimlari gikartildiktan
sonra rutin histolojik prosediiri takiben bloklanan doku 6rneklerinden alinan 4 um
kalinligindaki kesitlere wbS-100, S-100a, S-100B ve a-SMA proteinlerini belirlemek
icin  Streptavidin-biotin-peroksidaz  immunohistokimyasal teknik uygulandi.
Ekstraorbital lakrimal bezin asinus epiteli, akitici kanal epiteli, miyoepitel ve endotel
hicrelerinin hem sitoplazmasinda hem de gekirdeginde wbS-100, S-100a ve S-1008
immunreaksiyonuna rastland.. intraorbital bezin biitiin yapisal komponentlerinde S-
100a immunreaksiyonu en yogun derecede c¢ekirdekte gozlenirken, S-1008
immunreaksiyonu miyoepitel hicrelerinde negatifti. Ayni zamanda ekstraorbital
bezin asinus epitel hiicrelerinin lateral membranlarinda wbS-100 immunreaksiyonu,
intraorbital bezin asinus epiteli ve akitici kanal epitel hicrelerinin lateral
membranlarinda ise wbS100 ve S-1008 immunreaksiyonu belirlendi. Her iki bezin

miyoepitel hiicreleri ile kan damarlarinin duvarinda yer alan diiz kas hiicrelerinde a-
SMA immunreaksiyonu saptandi. Sonug olarak, intraorbital ve ekstraorbital lakrimal
bezlerin bitin yapisal komponentlerinde wbS-100, S-100a ve S-100B proteinleri
arasindaki immunohistokimyasal boyanma yogunlugu acisindan tespit edilen bu
farkhhklarin her iki lakrimal bez arasinda salgi aktivitesi ile ilgili fonksiyonel farkhihgin
oldugu duslincesini akla getirmektedir.

Abstract
Localizations of a-SMA, S-100 Protein and Their Subunits in the Lacrimal Glands of the Rats

This study is intended to reveal immunohistochemical localizations of a-SMA and calcium binding wbS-100, S-100a and S-1008
proteins in intraorbital and extraorbital lacrimal gland of adult male rats. After extraorbital and intraorbital sections of the lacrimal
gland were extracted from the rats under anesthesia, Streptavidin-biotin-peroxidase immunohistochemical technique to determine
wbS-100, S-100a, S-1008 and a-SMA proteins were applied to the 4-um sections taken from the tissue samples blocked following the
routine histological procedure. Immunoreaction of wbS-100, S-100a and S-100B was determined both in cytoplasm and nucleus of the
acinus epithelium, duct epithelium, myoepithelial and endothelial cells of extraorbital lacrimal gland. While S-100a immunoreaction in
all structural components of the intraorbital gland was most densely observed in the nucleus, S-100B immunoreaction was negative in
myoepithelial cells. Moreover, it is detected that wbS-100 immunreaction was positive in the lateral membranes of acinus epithelial
cells of extraorbital gland and wbS100 and S-100B immunoreaction was positive in the lateral membranes of acinus and duct epithelial
cells of intraorbital gland. a-SMA immunoreaction was detected in the myoepithelial cells and the smooth muscle cells in the wall of
blood vessels of both glands. In conclusion, the differences detected between wbS-100, S-100a and S-100B proteins in all structural
components of intraorbital and extraorbital lacrimal glands in terms of immunohistochemical staining density suggest that there is a
functional difference between both lacrimal glands with respect to the secretory activity.

Giris lakrimal bez, g6z gukurunun disinda kulagin altinda yassi
ve disk seklinde olup intraorbital bezden daha buyuktir.
Bu bezlerin kanallari géziin dis agisinda bulunan dorsal
ve ventral konjuktival keselere ulasmadan hemen 6nce
birlesir. Sicanlarda her iki lakrimal bez ser6z ve

Siganlarda lakrimal bez, superior (ekstraorbital veya
eksorbital) ve inferior (intraorbital) olmak Uzere iki
kisimdan olusur. intraorbital bez, kiiglik olup géz
¢ukurunun hemen altinda yer alirken, ekstraorbital
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tubuloasiner karakterde olup birgok intraglanduler
ekskretor akitici kanala sahiptir (Komarek ve ark., 2000).
Lakrimal bezlerin en ©6nemli fonksiyonu cevresel
etkenlere karsi g6z yizeyini (kornea ve konjuktiva)
korumak ve kayganlastirmak igin su, protein, elektrolit,
lipit, misin, lizozim, gbézyas! lipokalini, laktoferrin ve IgA
sentezlemektir (Liman, 2011). Bu lakrimal sekresyonda
fosfolipaz C’ nin aktivasyonu, Ca*?>-mobilize eden mesajin
olusumu ve endoplazmik retikulumda depolanan Ca*?
nin serbest birakilmasi gibi sinyal mekanizmalari gérev
almaktadir (Putney ve Bird, 2014).

Kalsiyum, salgi hicrelerinin  ekzositozu, sivi
sekresyonu, sinir impuls iletimi, kas kontraksiyonu,
hiicresel farklilasma, apopitozis ve nekroz gibi birgok
hiicresel olaylarda gorev alan bir iyondur. Kalsiyumun bu
hiicresel fizyolojideki dnemli gorevleri sitoplazma igine
ve disina hareketi ile gergeklesmektedir (Petersen,
1992). Case ve ark. (1988) pankreas ve biyilk tukdrik
bezlerinde, artan intraselliler kalsiyum konsantrasyon-
lari ile salgl slireci arasinda pozitif bir iliski oldugunu
ortaya koyarlarken, Donato (1991), S-100 gibi kalsiyum
baglayan proteinlerin, bezlerin salgl islemi sirasinda
faaliyet gosteren kalsiyumun sinyal mekanizmasi
Gizerinde etkili oldugunu ileri stirmektedir.

S-100 proteinleri, ilk olarak merkezi sinir sisteminde
identifiye edilen 10-12 kDa agirliginda kuglk, asidik ve
kalsiyum baglayici proteinlerdir. En az 25 farkli S-100
proteini identifiye edilmektedir ve bu ailenin genleri S-
100A1, S-100A2, S-100A3 seklinde kodlanir. ismini yiizde
ylz doymus amonyum siilfat soliisyonunda eriyebilme
Ozelliginden alan S-100 (soluble in 100% saturated
solution of ammonium sulphate) alfa ve beta
zincirlerinin kombinasyonu sonucunda olusan U¢ dimerik
protein icermektedir: S-100ao (aa dimer), S-100a (af
dimer), and S-100b (BB dimer) izoformlari. S-100’(in o ve
B alt Gnitelerinin her birinin kalsiyum igin farkh baglanma
affinitesi gosteren iki kalsiyum baglayan bodlgesi
bulunmaktadir (Dannies ve Lewine, 1971; Isobe ve ark.,
1981; Isobe ve Okuyama, 1981). S-100 proteinleri
nikleik asitler, transkripsiyon faktorleri, reseptorler,
enzimler gibi gesitli hedef proteinlerle etkilesime girerek
protein fosforilasyonunun diizenlenmesi, enzim
aktivasyonu, enerji metabolizmasi, hicre biylimesi,
hiicre farklilagmasi, apopitozis, yangisal cevap, hiicre
iskelet bilesenleri ile etkilesim ve kalsiyum homeostazisi
gibi ¢ok sayida intraselliler ve ekstraselliler
fonksiyonlara sahiptir (Donato, 1999; Yao ve ark., 2007).

ilk olarak sigirlarin beyin dokusunda identifiye edilen
“whole brain” S-100 (wbS-100) (Moore, 1965) ve iki alt
Unitesinin  (S-100ac ve S-100B) insanlarin normal ve
kanserli ekzokrin bezlerinde belirlemeye yonelik birgok
¢alismaya rastlanmaktadir (Haimoto ve ark., 1987; Lee
ve ark., 1993; Mori ve ark., 1990; Kiveld, 1992). Bunun
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disinda diger evcil memelilerden sigirlarin (Lauboeck ve
Egerbacher, 1997), koyunlarin (Marettova ve Legath,
2008), sicanlarin (Molin ve ark., 1984; Mori ve ark.,
1998) ve kopeklerin (Hirayama ve ark., 2000; Sandusky
ve ark., 1985) ekzokrin bezlerinin salgi epiteli, akitici
kanal epiteli ve miyoepitel hiicrelerinde degisen
oranlarda wbS-100, S-100a ve S-100B
immunreaksiyonunun bulundugu bildirilmektedir.

Alfa-smooth muscle actin (a-SMA), kontraktil yapida
mikrofilaman demetleri olup ter, meme,
trakeyabronsiyal, tikurik ve lakrimal bez gibi cesitli
ekzokrin  bezlerin asinuslarinin  ve kiglik akitici
kanallarinin etrafini saran miyoepitel hiicrelerinde ve
damarlarin diz kas hucrelerinde lokalize olmaktadir
(Gugliotta ve ark., 1988). Miyoepitel hicreler,
pleomorfik adenoma ve epiteliyal-miyoepiteliyal
karsinoma gibi cesitli tlikirik bezi timorlerinin gelisimi
Uzerinde 6nemli bir role sahiptir. Diagnostik patolojide
miyoepiteliyal ~ farklilasmanin  tespit  edilmesinde
sitokeratin, vimentin, o-SMA, S-100 ve miyozin gibi
bircok antikor belirteg olarak kullanilmaktadir (Hirano ve
ark., 1990). Yapilan g¢alismalarda insanlarin lakrimal
bezinde (Kiveld, 1992) ve kopeklerin lakrimal bezinin
pleomorfik adenomasinda (Hirayama ve ark., 2000) a-
SMA’nin miyoepitel hiicrelerinde immunpozitif oldugu
bildirilmektedir.

Okdller hastaliklar, damizlik ve besi hayvanlarinin
Uretiminde ve yetistiriciliginde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Cevresel faktorlerle gelisen lakrimal bezlerin kronik
yangisi kuru gbéz sendromu (Dry Eye Syndrome-DES)
hastaliginin veya keratokonjuktivitis sikka
(Keratoconjunctivitis sicca-KCS) semptomlarinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Stern ve ark., 2004). Bu
nedenle lakrimal bezlerin sekretorik fonksiyonu ve
gbzyasl filminin bileseni go6ziin fizyolojisinde ve
patolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Kawashima
ve ark., 2012). Dolayisiyla sunulan c¢alismada evcil
memelilerde karsilasilan okdler hastaliklarin
aydinlatilmasinda bir model olusturmasi agisindan
kullanilan bu sicanlarin intraorbital ve ekstraorbital
lakrimal bezlerinin sekresyonunda o6nemli bir etkiye
sahip olan wbS-100, S-100a, S-1008 ve o-SMA
proteinlerinin immunohistokimyasal olarak lokalizasyon-
larinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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250-300 gr olan Rattus norvegicus (Wistar albino) irki 8
adet erkek ergin sigan kullanildi. Siganlardan rompun ve
ketalar anestezisi (Rompun 13 mg/kg, Ketalar 87 mg/kg)
altinda lakrimal bezin ekstraorbital ve intraorbital
kisimlari  gikartildiktan sonra kalbin sag atriyumu
kesilerek hayvanlar 6tenazi edildi. Cikartilan lakrimal bez
ornekleri formol-alkol tespit sollisyonunda 12 saat
tespitinin ardindan sirasiyla dereceli alkoller, metil
benzoat ve benzol soliisyonlarindan gegirilerek parafinde
bloklandi. Parafin bloklardan Leica RM 2125 rotary
mikrotomu ile 4 um kalinliginda doért seri kesit alindi.
Alinan seri kesitlere sirayla wbS-100, S-100a, S-1008 ve
a-SMA proteinlerini belirlemek igin Streptavidin-biotin-
peroksidaz immunohistokimyasal teknik (Thermo Fisher
Scientific Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA)
uygulandi.

immunohistokimyasal Analizler

immunohistokimyasal incelemeler igin hazirlanan
preparatlar deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemlerinden sonra distile suda galkalanarak metanolde
hazirlanan %3’ lik hidrojen peroksitte 15 dakika siireyle
tutuldu ve PBS (Phosphate Buffer Saline, 0.01 M,
pH:7.4)’de iki kez yikandi. Ardindan, biitlin antikorlar igin
0.01 M sitrat buffer'da (pH:6.0) 30 dakika antijen
retrieval islemi yapildi ve 20 dakika sogutma islemi
gerceklestirildi. Daha sonra, bir nem kamarasi (Thermo
Shandon, UK) icinde non-spesifik baglanmalari
engellemek icin %10’luk kegi serumu (Ultra V Block,
Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation,
Fremont, CA, USA; TA-125UB) ile 5 dakika siireyle inkube
edildi. Bu islemden sonra, kesitler anti-S-100, anti-S-
100a, anti-S-100B ve a-SMA primer antikorlariyla +4 °C
de 1 gilin sireyle buzdolabinda inkiibasyona birakildi
(Tablo 1). Ardindan, kesitlere 20 dakika siireyle oda
isisinda biotinli goat anti-rabbit (wbhS-100 igin) ve anti-
mouse sekonder antikorlari (S-100a, S-1008 ve a-SMA
icin) uygulandi. Daha sonra 20 dakika sireyle avidin-
peroksidaz sollisyonu (Labvision, Ultravision kit, TS-125-

Tablo 1. immunohistokimyada kullanilan antikorlar.
Table 1. Antibodies used in the immunohistochemistry.
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HR) ile muamele edildi. Her bir islemden sonra doért kez
PBS’de yikanan kesitlere antijen-antikor reaksiyonun
goriintilenebilmesi igin 5-10 dakika slireyle 3,3’-
diaminobenzidine tetra hydrochloride (DAB; Thermo
Fisher Scientific Lab Vision Corporation, Fremont, CA,
USA), ardindan zemin boyamasi igin 5 dakika sireyle
Gill'in hematoksileni uygulandi ve kesitler mavilesinceye
kadar cesme suyunda yikandi. Son olarak alkol ve ksilol
serilerinden gegirileren kesitler entellan ile kapatildi.
Kahverengi presipitasyonun goérilmesi sonucunda
reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi ve g1k
mikroskobunda  (BX51; Olympus, Tokyo, Japan)
incelenerek fotograflandi.  Pozitif kontrol olarak,
¢alismada kullanilan wbS-100 antikoru igin sican akcigeri,
S-100a ve a-SMA antikorlari igin siganlarin prostat ve
vezikila seminalis bezleri, S-100B antikoru igin sigan
duodenumu kullanildi. Negatif kontroller olarak alinan
doku Ornekleri ise primer antikorsuz kullanilan antikorun
hazirlandigl hayvan tiriine gére non-immun serum ile
muamele edildi.

Semi-kantitatif Analizler

immunohistokimyasal boyanma yogunluk skoru (IS)
kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi (Brown
ve Lamartiniere, 2000). Yogunluk skoru, sitoplazma,
cekirdek ve membranda bulunan pozitif boyanma
yogunlugunu vyansitmaktadir. Bu metotda, yogunluk
skoru (IS); —: negatif, +: zayif, ++: orta, +++: kuvvetli
olarak degerlendirildi.

Hicrelerde immunohistokimyasal reaksiyonlarin
yogunluk skoru iki bagimsiz arastirmaci tarafindan
incelendi ve bu iki arastirmacinin ortalama skoru
hesaplandi. Siganlarin ekstraorbital ve intraorbital
lakrimal bezinde whbh-S100, S-100a, S-100B, ve a-SMA
ekspresyonlari  mikroskopta  farkli  biyltmelerde
incelenerek asinus epitel hiicreleri, akitici kanal epitel
hicreleri, miyoepitel hicreleri, kan damarlarinin
endoteli ve makrofaj olmak Uzere bes farkli hicre
grubunda degerlendirildi.

Primer Antikorlar  Firma adi Katalog No Konakgi Klonu/izotipi Dillisyon orani
Anti-wbS-100 Sigma-Aldrich S2644 Rabbit Polyclonal IgG 1:400
Anti-S-100a Sigma-Aldrich S2407 Mouse SH-A1/ Monoklonal IgG 1:400
Anti-S-10083 Sigma-Aldrich $2532 Mouse SH-B1/ Monoklonal IgG 1:400
a-SMA Thermo-Scientific MS-113-P Mouse 1A4/ Monoklonal 1gG 1:800
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Bulgular
Lakrimal bezlerde wbS-100’{in immunlokalizasyonu

intraorbital ve ekstraorbital lakrimal bezin asinus
epiteli, akitici kanal epiteli ve miyoepitel hiicrelerinin
sitoplazmasi  kuvvetli  wbS-100 immunreaksiyonu
gosterirken, cekirdekteki reaksiyon daha zayifti. Ayni
zamanda intraorbital bezin hem asinus epiteli hem de
akitici kanal epitel hiicrelerinin lateral membranlarinda,
ekstraorbital bezin ise sadece asinus epitel hiicrelerinin
lateral membranlarinda wbS-100 pozitif immun-
reaksiyonu saptandi. Endotel hiicrelerinde orta dereceli
bir reaksiyon gozlendi. Ekstraorbital lakrimal bezin
intersitisyel bag dokusu igcinde bulunan makrofajlarin
hem sitoplazmasinda hem de gekirdeginde kuvvetli whS-
100 immunreaksiyonu belirlendi (Sekil 1, Tablo 2).
e [T 3 'a‘ -

oy

Sekil 1.  Sicanlarin ekstraorbital (a, b) ve intraorbital
lakrimal bezlerinde (c, d) wbS-100 immun-
reaksiyonu. A: Asinus, AK: Akitici kanal, D:
Kan damari, siyah ok: makrofaj, siyah ok basi:
wbS-100 immunpozitif lateral membran. Bar:
10 pm.

Figure1. wbS-100 immunreaction in the extraorbital (a, b)
and intraorbital lacrimal glands (c, d) of the rats. A:
Acinus, AK: Duct, D: Blood vessel, black arrow:
macrophage, black arrow head: whbS-100
immunpositive lateral membrane. Scala bar: 10
um.

Lakrimal bezlerde S-100a’nin immunlokalizasyonu

intraorbital bezin asinus epiteli, akitici kanal epiteli,
miyoepitel ve endotel hicreleri ile makrofajlarin
cekirdeginde kuvvetli S100a immunreaksiyonuna
rastlanirken, sitoplazmadaki reaksiyon oldukca zayifti.
Ekstraorbital bezin asinus epitel hicrelerinin 6zellikle
bazal kismi ve miyoepitel hicrelerinin sitoplazmasi
kuvvetli pozitifti. Akitici kanal epitel hiicrelerinde orta
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dereceli bir reaksiyona rastlandi. Endotel hiicrelerinin
hem cekirdegi hem de sitoplazmasi S-100a immunpozitif
iken, intersitisyel bag doku icinde bulunan makrofajlarin
sitoplazmasinda da kuvvetli immunreaksiyon saptandi
(Sekil 2, Tablo 2).

Lakrimal bezlerde S-100B’nin immunlokalizasyonu

intraorbital bezin asinus epiteli, akitici kanal epiteli
ve miyoepitel hicrelerinin ¢ekirdeginde S-100B immun-
reaksiyonu negatif iken, asinus epitel hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulunan salgi grantllerinin membran-
inda zayif reaksiyon tespit edildi. Ayni zamanda
intraorbital lakrimal bezin asinus epitel ve akitici kanal
epitel hicrelerinin lateral membranlarinda S-1008
immunreaksiyonu saptandi. Ekstraorbital bez-lerde ise
asinus epitel hicrelerinin o6zellikle bazal kismi, akitici
kanal epitel ve miyoepitel hiicrelerinin sitoplazmasi
kuvvetli iken, cekirdeginde zayif reaksiyon tespit edildi.
Endotel hiicrelerinde ise orta dereceli bir reaksiyona
rastlandi. Ayrica hem intraorbital hem de ekstraorbital
lakrimal bezin intersitisyel bag dokusu iginde bulunan
makrofajlarin sitoplazmasinda kuvvetli S-1008

immunreaksiyonu saptandi (Sekil 3, Tablo 2).

Sekil 2.  Siganlarin ekstraorbital (a, b) ve intraorbital
lakrimal bezlerinde (c, d) S-100a immun-
reaksiyonu. A: Asinus, AK: Akitici kanal, D:
Kan damari, S: Stroma, siyah oklar: makrofaj,
beyaz ok basi: S-100a immunpozitif miyo-
epitel hiicreler. Bar: 10 um.

Figure 2.  S-100a immunreaction in the extraorbital (a, b)

and intraorbital lacrimal glands (c, d) of the rats. A:

Acinus, AK: Duct, D: Blood vessel, S: Stroma, black

arrows: macrophage, white arrow head: S-100a

immunpositive myoepithelial cells. Scala bar: 10

um.



Shakeri et al., J. Fac. Vet. Med. Istanbul Univ., 42 (2), 122-131, 2016

165

Tablo 2. Siganlarin intraorbital ve ekstraorbital lakrimal bezinde S100a, S100B, wbS100 ve o-SMA proteinlerin

immunohistokimyasal lokalizasyonlarinin skoru.

Table 2. Score of the immunohistochemical localizations of the S100a, S100B, wbS100 ve a-SMA proteins in the intraorbital and

extraorbital lacrimal glands of the rats.

wbS-100 S-100a S-1008 a-SMA
intraorbital lakrimal bez
Asinus epiteli s/+++, ¢/+, Im/++ s/+, ¢/ +++ s/+, ¢/-, Im/+ s/-, ¢/-
Akitici Kanal Epiteli s/+++, ¢/+, Im/++ s/+, ¢/+++ s/+, ¢/-, Im/+ s/-, ¢/-
Miyoepitel s/+++, ¢/+ s/+, ¢/+++ s/-, ¢/- S/+++, ¢/+++
Endotel s/++, ¢/+ s/+, ¢/+++ s/+, ¢/+ s/-, ¢/-, dkh/+++
Makrofaj s/+++, ¢/++ s/+, ¢/+++ s/+++, ¢/- s/-, ¢/-
Ekstraorbital lakrimal bez
Asinus epiteli s/+++, ¢/++, Im/++ s/+++, ¢/++ s/+++, ¢/+ s/-, ¢/-
Akitici Kanal Epiteli s/+++, ¢/++ s/++, ¢/++ s/+++, ¢/+ s/-,¢/-
Miyoepitel s/+++, ¢/++ s/+++, ¢/++ s/+++, ¢/+ S/+++, ¢/+++
Endotel s/++, ¢/++ s/++, ¢f/+++ s/++, ¢/++ s/-, ¢/-, dkh/+++
Makrofaj S/+++, ¢/+++ s/+++, ¢/++ s/+++, ¢/- s/-, ¢/-

Boyanma yogunlugu: 5 negatif; +, zayif; ++, orta; +++, kuvvetli.
Hicredeki immun boyanma lokalizayonlari: s, sitoplazmik boyanma; ¢, cekirdek boyanmasi; Im, lateral membran boyanmasi; dkh,
damar duvarinda bulunan diiz kas hticreleri

G AR— Aa

Sekil 3.  Siganlarin ekstraorbital (a, b) ve intraorbital
lakrimal bezlerinde (c, d) S-1008 immun-
reaksiyonu. A: Asinus, AK: Akitici kanal, D:
Kan damari, S: Stroma, siyah ok: makrofaj,
siyah ok baglari: S-100B immunpozitif lateral
membran. Bar: 10 um.

Figure 3. S-100B immunreaction in the extraorbital (a, b)
and intraorbital lacrimal glands (c, d) of the rats. A:
Acinus, AK: Duct, D: Blood vessel, S: Stroma, black
arrow: macrophage, black arrow heads: S-1008
immunpositive lateral membrane. Scala bar: 10
um.

Lakrimal bezlerde a-SMA’nin immunlokalizasyonu
intraorbital ve ekstraorbital lakrimal bezde asinus epitel
hicreleri ile intraorbital bezlerin akitici kanallarinin
etrafini saran miyoepitel hiicrelerinin hem sitoplazmasi

hem de c¢ekirdegi kuvvetli a-SMA pozitifken, asinus
epiteli ve akitici kanal epitel hiicreleri negatifti. Ayni
zamanda kan damarlarinin duvarinda yer alan diz kas
hicrelerinde de kuvvetli o-SMA immunreaksiyonu
saptandi (Sekil 4, Tablo 2).

Negatif kontrol olarak alinan lakrimal bez doku
ornekleri ise primer antikorsuz kullanilan antikorun
hazirlandigl hayvan tiriine gére non-immun serum ile
muamele edildiginde hi¢bir immunreaksiyon saptanmadi
(Sekil 5).

Tartisma

S-100 proteinleri blylime, c¢ogalma, farklilasma,
hicre siklusu, kontraksiyon, apopitosis, sekresyon ve
motilite gibi biyolojik fonksiyonlari diizenlemek igin diger
proteinlerle etkilesime giren kalsiyum aktiveli sinyal
proteinleridir (Botelho ve ark., 2012; Yao ve ark., 2007).
S-100 proteinlerinin  immunboyanmasi, diagnostik
patolojide ve histolojik ¢alismalarda néroektodermal
kokenli dokulari tespit etmek igin kullaniimaktadir.
Ancak son zamanlarda vyapilan ¢alismalar S-100
proteinlerinin sadece néronal bir belirteg degil ayni
zamanda kondrosit (Stefansson ve ark., 1982a), ovidukt
epiteli (Walter ve Miller, 1996) ve adrenal bez
(Stefansson ve ark., 1982b) gibi kdkeni néroektodermal
olmayan dokularda da tespit edildigi yoniindedir. Ayni
zamanda birka¢ memeli tlriinin ekzokrin bezlerinde de
(insan, sigan, koyun, koépek ve sigir) S-100 proteinleri
identifiye edilmis (Haimoto ve ark., 1987; Hirayama ve
ark., 2000; Lauboeck ve Egerbacher, 1997; Marettova ve
Legath, 2008; Molin ve ark., 1984) ve bu proteinlerinin
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Sekil4.  Sicanlarin ekstraorbital (a, b) ve intraorbital-
lakrimal bezlerinde (c, d) a-SMA immun-
reaksiyonu. A: Asinus, AK: Akitici kanal, D:
Kan damari, S: Stroma, beyaz ok baslari: a-
SMA immunpozitif miyoepitel hicreler. Bar:
10 pm.

Figure 4. a-SMA immunreaction in the extraorbital (a, b)
and intraorbital lacrimal glands (c, d) of the rats. A:
Acinus, AK: Duct, D: Blood vessel, S: Stroma, white
arrow heads: a-SMA immunpositive myoepithelial
cells. Scala bar: 10 um.
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Sekil 5. Primer antikorsuz (wbS-100, S-100a, S-1008
ve o-SMA) inkube edilen siganlarin
ekstraorbital (a, b) ve intraorbital lakrimal
bezlerinde (c, d) negatif immunreaksiyon. A:
Asinus, AK: Akitici kanal, D: Kan damari. Bar:
10 pm.

Figure 5. No immunostaining in the extraorbital (a, b) and
intraorbital lacrimal glands (c, d) of the rat sections
incubated without the primary antibody (wbS-100,
S-100a, S-100B ve a-SMA). A: Acinus, AK: Duct, D:
Blood vessel. Scale bars: 10 pm.
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sekresyonda spesifik rollerinin oldugu ileri strilmustir.
Simdiye  kadar lakrimal bez (zerinde S-100
immunreaksiyonunu  belirlemeye  yonelik  yapilan
calismalar ise kopek (Hirayama ve ark. 2000) ve
insanlarda (Tosaka, 1991) lakrimal bezin pleomorfik
adenomasinda, ayrica insan (Kiveld, 1992) ve sigirlarin
(Lauboeck ve Egerbacher, 1997) normal lakrimal bezine
odakhdir. Dolayisiyla sunulan ¢alisma siganlarin intra-
orbital ve ekstraorbital lakrimal bezlerinde wbS-100
proteini ve iki alt Unitesinin (S-100a ve S-100pB)
immunlokalizasyonunu inceleyen ilk g¢alisma niteligi
tasimaktadir.

Bu calismaya gore siganlarin ekstraorbital lakrimal
bezinin serdz karakterde olan asinuslarinda (bez epiteli,
salgi epiteli, korpus glandula) whS-100, S-100a ve S-1008
proteinlerinin membransel, sitoplazmik ve nuklear
immunreaksiyonunun genel olarak intraorbital bezden
daha yogun oldugu saptanmistir. intraorbital lakrimal
bezde ise salgi granillerinden dolayi oldukga kdpukli bir
sitoplazmaya sahip olan asinus epitel hiicrelerinde en
yogun olarak wbS-100 immunreaksiyonuna rastlanirken,
S-100a immunreaksiyonu en ¢ok cekirdekte, S-1008
immunreaksiyonunun ise salgl grandtllerinin
membraninda ve asinus epitel hicrelerinin lateral
membranlarinda olduk¢a zayif oldugu tespit edilmistir.
insanlarin lakrimal bezinde yapilan bir ¢alismada da
major ve aksesuar lakrimal bezlerinin sekretorik asiner
hicrelerinde sitoplazmik ve nuklear wbS-100 immun-
reaksiyonuna rastlanmistir (Kiveld, 1992). Sigirlarin
lakrimal ve Harderian bezinde, wbS-100, S-100a ve S-
1008 immunreaksiyonunun asinus epitel ve akitici kanal
epitel hicrelerinin bazilarinda nokta seklinde oldugu
tespit edilmistir. Asinuslarin serdz hiicrelerinde wbS-100
ve S-100a immunreaksiyonuna rastlanilirken, mukoid
hlcrelerde wbS-100 ve S-1008 reaktivitesi saptanmistir.
Dolayisiyla lakrimal bezlerin asinus epitel hiicrelerinde
wbS-100 ve alt Unitelerinin boyanma yogunluluklarindaki
bu farklihgin hiicre siklusu ve salgl aktivitelerindeki
fonksiyonel farkliliktan kaynaklanabilecegi sonucuna
variimistir (Lauboeck ve Egerbacher, 1997). Mori ve ark.
(1990) ise sigirlarin lakrimal bezinde (Lauboeck ve
Egerbacher, 1997) vyapilan c¢alismadan farkli olarak
siganlarin  tukirik bezlerinde yer alan mikoz
hicrelerinin S-100 igin reaksiyon vermedigini rapor
etmistir (Mori ve ark, 1990). Ayni sekilde koyunlarda
mandibular tukirik bezinin hem ser6z hem de miikéz
salgi hicrelerinde (Marettova ve Legath, 2008) ve
insanlarin  normal tukdrik bezinin  asinus epitel
hicrelerinde S-100B immunreaksiyonu saptanmamistir
(Hara ve ark., 1983). Dolayisiyla koyunlarin, siganlarin ve
insanlarin  tlkirdk bezlerinde S-100 proteinlerini
saptayamayan bu calismalardan farkli olarak sicanlarda
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hem ekstraorbital hem de intraorbital lakrimal bezlerin
sadece seroz 6zellik gbsteren salgl Unitelerinde degisen
oranlarda wbS-100, S-100a ve S-100B immunreaksiyonu
identifiye edilmistir. Elde edilen bu sonuglar, siganlarda
lakrimal bez asinus epitel hiicrelerinin ekzositozu igin
intraselliler  kalsiyum  konsantrasyonunun  o6nemli
oldugunu ve dolayisiyla kalsiyum baglayan S-100
proteinlerinin asinus epitel hiicrelerinin sekresyonunda
onemli bir rol Ustlendigini gostermektedir (Sundermeier
ve ark., 2002).

S-100 proteinleri hiicrelerde homo- ve heterodimer
olarak bulunan kalsiyum sensér proteinlerdir. Ortamda
milimolar dlizeyde kalsiyum konsantrasyonu arttiginda
S-100 proteinleri yapisal degisikliklere ugrayarak hedef
protein ile etkilesime girer. Biyolojik cevaba neden olan
bu etkilesim sonucunda hedef proteinin fonksiyonunda
da degisiklikler meydana gelir (Zimmer ve ark., 2003).
Subselliler lokalizasyon bu proteinlerin fonksiyonu
lizerinde sinyal transdiiksiyonu icin dnemli bir etkiye
sahiptir. Yapilan immunohistokimyasal calismalarda
beyin S-100 proteinlerinin, sitoplazma icinde diffuz bir
sekilde vyayillan “sitoplazmik fraksiyon” ve plazma
membrani, dis mitokondrial membran, endoplazmik
retikulum, Golgi aygiti ve nuklear membranda lokalize
olan “membrandz fraksiyon” olmak Uzere iki
fraksiyondan olustugu tespit edilmistir (Cocchia, 1981).
Daha sonra vyapilan c¢alismalarda ise sigir ve sigan
beyinlerinde yer alan S-100 proteinlerinin sitoplazmik
(soluble) ve membran-bagh formlarinin birbirine
benzedigi (Donato ve ark., 1975) ve dolayisiyla
membran-bagl S-100°ln sitoplazmik S-100 ile ayni
immunolojik, elektroforetik, spektrofotometrik
fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Donato
ve ark., 1986). Simdiye kadar yapilan bu galismalara ve
insanlarin lakrimal bezinin sekretorik asiner hiicrelerinde
sitoplazmik ve nuklear wbS-100 immunreaksiyonunu
saptayan c¢alismaya benzer olarak (Kiveld, 1992)
siganlarin her iki lakrimal bezinde de sitoplazmik, nuklear
ve membransel wbS-100, S-100a ve S-100B8
immunlokalizasyonunun saptanmasi bu proteinlerin
sigan  lakrimal bezinde de farkh  subsellller
lokalizasyonlara sahip oldugunu ve asinus epitel
hiicrelerinin sekresyonuyla ilgili sinyal transdiksiyonu
Uzerinde farkli bir etkiye sahip oldugu seklinde
yorumlanabilir. Ayrica insan diz kas hicrelerinde
Mandinova ve ark. (1998)'nin yapmis oldugu ¢alismaya
gore; S-100A1 ve S-100A4’Un sitoplazmada o6zellikle
sarkoplazmik retikulumda, S-100A6’nin da sarkoplazmik
retikulum ve hiicre nukleusunda, S-100A2’nin ise sadece
nukleusda lokalize oldugu bildirilmistir. Dolayisiyla bu
bulgular  sarkoplazmik retikulumda kontraksiyonu
modile eden enzimlerle S-100A1, S-100A4 ve S-
100A6'nin etkilesim halinde oldugunu ve ayni zamanda
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bu proteinlerin kalsiyumun depolandigi sarkoplazmik
retikulumdan kalsiyumun serbest birakilmasini stimiile
ettigi sonucuna varilmistir (Mandinova ve ark., 1998;
Treves ve ark., 1997). Sunulan ¢alismada da si¢anlarin
Ozellikle ekstraorbital lakrimal bezlerinde asinuslari
olusturan seroz epitel hiicrelerinin bazal kismi kalsiyumu
depo eden endoplazmik retikulum yodninden zengin
oldugu icin bu bolgede yogun bir sekilde kalsiyum
baglayan wbS-100, S-100a ve S-100B proteinlerinin
immunreaksiyonuna rastlanmistir.

insanlarda lakrimal bezler modifiye tiikiirik bezleri
olarak identifiye edilmektedir. Her iki bezde Once
konjuktival ve daha sonra oral epiteli olusturacak
embriyonik ektodermin invaginasyonlariyla sekillenir.
Morfolojik olarak lakrimal bezler ve tukidrik bezleri
birbirine benzer olmasina ragmen, kanal sistemleri
birbirlerinden farklidir. Pars inisyalis ve pars sekretorya
tikurtuk bezlerinde identifiye edilirken, lakrimal bezde
bu iki kanal tanimlanmamistir. immunohistokimyasal
olarak bazi minor farkhhklarla birlikte lakrimal bezlerde
intralobuler ve interlobuler kanallardan bahsedilmekte-
dir (lwamoto ve Jacobiec, 1985). Sunulan galismada
wbS-100, S-100a ve S-100B immunreaksiyonu siganlarin
intraorbital ve ekstraorbital bezlerinin akitici kanal
epitelinde incelenmis olup bu akitici kanallarinin
siniflandirilmasi yapiimamistir. Reaksiyon tek bir akitici
kanal basligi altinda incelenmistir. Dolayisiyla bu
calismaya gore ekstraorbital bezlerinin akitici kanal
epitel hicrelerinin sitoplazmasindaki wbS-100, S-100a
ve S-100B immunreaksiyonu c¢ekirdege oranla daha fazla
oldugu tespit edilmistir. intraorbital bezde ise S-100a
immunreaksiyonuna en ¢ok kanal epitel hiicrelerinin
cekirdeginde rastlanirken, wbS-100 immunreaksiyonu
sitoplazmada saptanmistir. S-100B immunreaksiyonu ise
oldukga zayiftir. Akitici kanal ayriminin yapilmadig
insanlarin normal lakrimal bez dokusunun kanal epitel
hlcrelerinde de S-100 proteinleri identifiye edilmistir
(Leoncini ve ark., 1988; Tosaka, 1991). insanlarin
lakrimal bezinde yapilan baska bir ¢alismada ise akitici
kanallar pars inisyalis, pars ekskretorya, intralobular ve
interlobuler kanallar seklinde siniflandirilmis ve bu
kanallarda wbS-100 immunreaksiyonu incelenmistir. Bu
¢alismaya gore pars inisyalisin luminal ve bazal
hicrelerinin hem sitoplazmasinda hem de ¢ekirdeginde
wbS-100 immunreaksiyonuna  rastlanilirken, diger
kanallarda da wbS-100 reaksiyonunun immunpozitif
oldugu tespit edilmistir (Kiveld, 1992). Sigirlarin lakrimal
bezlerinin akitici kanal epitel hiicrelerinde ise S-100a
saptanmistir Ayrica bu c¢alismada sigirlarin ekzokrin
bezlerinin akitici kanal sistemleri boyunca wbS-100, S-
100a ve S-100B'nin farkh bir dagihm gosterdigi ve buna
gore; wbS-100 ve S-100B immunreaksiyonuna pars
inisyalis kanal epitelinde rastlanilirken, S-100a’nin pars
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sekretorya kanal epiteli i¢in pozitif oldugu saptanmistir.
Dolayisiyla bu durum S-100a’nin pars sekretorya akitici
kanal epitelinde rezorpsiyon ve sekresyon ile iligkili iken,
S-100B'nin, glandular hicrelerin - gogalmasini  ve
farklilasmasini diizenledigi ve ayni zamanda asiner
ekzositozu yonettigi seklinde yorumlanmistir (Lauboeck
ve Egerbacher, 1997).

Miyoepitel hicreleri, ter bezleri, meme bezleri,
lakrimal bezler, tikiriuk bezleri, Harderian bezi ve
prostat gibi bezsel organlarda asinus (salgi) epiteli ve
bazal membran arasinda uzanan kontraktil yapida olan
hiicrelerdir. Miyoepitel hiicreler, lakrimal bezin gelisimi,
homeostazisi, normal yapinin stabilizasyonu ve salgi
asinuslarinin polaritesinde anahtar bir role sahiptir.
Miyoepitel hicrelerinin spesifik belirteglerinin (a-SMA,
sitokeratin 5/6, sitokeratin 14) identifikasyonu, normal
ve hastalikli lakrimal bezlerin  morfolojisinin  ve
fonksiyonunun anlasilmasini - mimkin  kilmaktadir
(Makarenkova ve Dartt, 2015). Sunulan g¢alismada
sicanlarin  ekstraorbital ve intraorbital lakrimal
bezlerinde miyoepitel hiicre belirteci olan o-SMA
proteini ve ayni zamanda kontraksiyonda faaliyet
gosteren ve kalsiyumu baglayan proteinler sinifina ait S-
100 proteinlerinin  immunreaksiyonu incelenmistir.
Yapilan bu ¢alismaya gore; ekstraorbital lakrimal bezde
miyoepitel hicrelerinin hem sitoplazmasinda hem de
cekirdeginde wbS100, S-100a, S100B ve a-SMA
immunreaksiyonu saptanmistir. intraorbital lakrimal
bezin miyoepitel hiicrelerinde ise wbS100, S-100a ve a-
SMA immunreaksiyonu tespit edilirken, S100B
immunreaksiyonuna  rastlanmamistir.  Koépeklerin
lakrimal bezinin pleomorfik adenomlarinda yapilan bir
calismada da miyoepitel hicrelerinin  a-SMA igin
immunpozitif oldugu ve S-100 immunreaksiyonunun ise
nadir olarak pleomorfik miyoepitel hicrelerinde
gbzlendigi tespit edilmistir (Hirayama ve ark., 2000). Ayni
sekilde Kiveld (1992) insan lakrimal bezinde bulunan
miyoepitel hicrelerinin S-100, a-SMA, vimentin ve glial
fibrillar asidik protein (GFAP) i¢in immunpozitif oldugunu
saptamistir. Dolayisiyla hem yapmis oldugumuz bu
¢alismada hem de lakrimal bez Uzerine yapilan diger
¢alismalarda miyoepitel hiicrelerinde S-100 ve a-SMA
pozitif reaksiyonunun saptanmasi bu proteinlerin
kontraksiyonda rol aldigini ve ayni zamanda miyoepitel
hiicrelerinin belirlenmesinde bir 6nemli bir belirteg
olabilecegini disindirmektedir.

Endotel hiicreleri, anjiogenezis ve vaskulogenezis gibi
bircok vaskuler fizyolojik olaylari diizenleyen ve bu
fonksiyonlarini gergeklestirmek icin ortamda kalsiyum
iyonlarina ihtiyag duyan hicrelerdir. Vaskuler endotel
hiicrelerdeki kalsiyum homeostazisinin bozulmasinin bu
hiicrelerde  fonksiyonel vyetersizlige yol agtigi
bildirilmistir. Dolayisiyla kalsiyum baglayan bir protein
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olan S-100’Uin vaskuler fizyolojide rol oynadigl sonucuna
variimistir. (Bao ve ark., 2012). Cruzana ve ark. (2003)
buffalo testisinde yapmis olduklari bir ¢alismada wbS-
100, S-100a ve S-100B immunreaksiyonunun endotel
hicrelerinde pozitif oldugunu bildirirlerken, kedi
testisinde yapilan baska bir calismada ise wbS-100 ve her
iki alt Gnitesinin endotel hicrelerinde negatif oldugu
tespit edilmistir (Cruzana ve ark., 2000). Koyunlarin
mandibular tlkrik bezinde vyer alan endotel
hicrelerinde de kuvvetli wbS-100 immunreaksiyonuna
rastlanmistir (Marettova ve Legath, 2008). Sicanlarin
ekstraorbital ve intraorbital lakrimal bezinde yapilan bu
calismada da buffalo testisinde ve koyunlarin tikirik
bezinde vyapilan ¢alismalara benzer olarak endotel
hicrelerinin hem gekirdeginde hem de sitoplazmasinda
wbS-100, S-100 a ve S-100B immunreaksiyonunun
saptanmasi kalsiyum baglayan bu proteinlerin vaskuler
fizyolojide rol aldigini géstermektedir.

Sunulan galismada ayrica intraorbital lakrimal bezin
intersitisyel bag dokusu (stroma) icinde bulunan
makrofajlarin sitoplazmasinda en yogun derecede wbS-
100 ve S-1008 immunreaksiyonuna rastlanilirken,
cekirdekte S-100a immunreaksiyonunun daha kuvvetli
oldugu tespit edilmistir. Ekstraorbital lakrimal bezde ise
makrofajlarin hem gekirdeginde hem de sitoplazmasinda
wbS-100 ve S-100a immunreaksiyonu saptanirken,
S1008 immunreaksiyonunun gekirdekte negatif oldugu
belirlenmistir.  Yapilan ¢alismalarda fagosit-spesifik
kalsiyum baglayan protein olan S-100 ailesinin, dogal
immun sistemde oOnemli rol oynayan fagositler
tarafindan salgilanan ve eksprese edilen pro-
inflamatuvar molekiller oldugu ileri strilmustdr. Ayrica,
yangisel siiregte S-100 ailesinin Ug Uyesinin (S-100A8, S-
100A9 ve S-100A12) eklem sivisi, balgam, serum/plazma
ve digskida yuksek konsantrasyonlarda eksprese edildigi
belirtilmistir. Artritis, kronik inflamatuvar akciger ve
bagirsak hastaligi gibi enfeksiy6z olmayan hastaliklarda
inflamasyonun diagnostik teshisinde kullanilan bu S-
100A8, S-100A9 ve S-100A12 proteinlerinin, rutin olarak
kullanilan inflamasyon parametrilerinden ¢ok daha
hassas olan fagosit aktivasyonunu gosterdigi rapor
edilmistir (Foell ve ark., 2004).

Sonug

Sunulan bu ¢alismada, siganlarin intraorbital ve
ekstraorbital lakrimal bezlerinin asinus epiteli, akitici
kanal epiteli, miyoepitel ve kan damarlarinin endotel
hicrelerinde wbS-100, S-100a, S-1008 ve a-SMA
proteinlerinin degisen derecelerde immunlokalizasyon-
lari ve dagilimlari incelenmistir. Elde edilen sonuglar
semikantitatif immunohistokimyasal analizler ile sinirh
oldugundan  siganlarin  lakrimal  bezlerinde bu
proteinlerin gorevlerinin tam olarak anlasilabilmesi igin
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detayli deneysel ¢alismalara ihtiyagc duyulmaktadir.
Bununla birlikte siganlarin her iki lakrimal bezinin tim
yapisal komponentlerinde kalsiyum baglayan S-100
proteinlerinin  g¢ekirdek,  sitoplazma ve  hiicre
membranlarindaki lokalizasyonlari dikkate alindiginda,
basta sekresyon olmak Uzere kalsiyum homeostazisi,
kontraksiyon, protein sentezi, enzim aktivitesi, vaskuler
fizyoloji ve vyangisal cevap gibi birgok kritik
fonksiyonlarinin olabilecegi sonucuna varilmistir.
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