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Ankara Tavsani Derisinde S100 proteini ve Altiniteler
S$100a ile S1008°’nin Immunohistokimyasal Lokalizasyonu

; Feyzullah BEYAZ
Erciyes Universitesi Veteriner Fakdltesi Histoloji Embriyoloji ABD, Kayseri

Ozet: S100 proteinleri, farkli hedef proteinlerle etkilesime girerek bir cok hiicresel olayda gérev alan kalsiyum baglayici
proteinlerdir. Ankara tavsani derisinde S100 proteini ve bu proteinin altlniteleri olan S100a ve S1008’nin varlidi ve
hiicresel lokalizasyonlar ile ilgili herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Calismada materyal olarak on adet saglikli,
eriskin, beyaz Ankara tavsanindan alinan sirt derileri kullanildi. S100 proteinlerinin lokalizasyonunun belirlenmesi ama-
clyla strept-ABC immunohistokimyasal boyama ydntemi uygulandi. immunohistokimyasal boyamalarla, Langerhans
hicrelerinin, melanositlerin, dermal dendritik hiicrelerin, kil folliktli i¢ katmanini olusturan hicrelerin, kil bulbusundaki
bazi hiicrelerin ve kan damarlarinin S1008 alt Gnitesini, dermiste bulunan muskulus arrektor pili ve gizgili kaslarin ise
S100a alt Gnitesini icerdikleri gdzlendi. Bununla birlikte, sinir teli demetlerinin her iki molekdli de igerdigi, keratinosit-
lerin ise igermedikleri dikkati ¢ekti. S100 proteini ve bu proteinin alt Gniteleri olan S100a ile S100B’nin Ankara tavsani
derisindeki varligi ve proteinlerin hiicresel lokalizasyonlari ilk kez bu ¢alismayla ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Ankara tavsani, deri, immunohistokimya, S100 proteinleri.

Immunohistochemical Localization of S100 Protein and Subunits
S$100a and S100B in the Skin of Angora Rabbit

Summary: S100 proteins are calcium binding proteins, which play significant roles in various cellular activities, via
interacting with different target cellular proteins. There is no available information about the localization of S100
proteins in the skin of Angora rabbit. In this study, the skin patterns taken from back region of ten healthy adult white
Angora rabbits were used as a material. To determine of the localization of S100 proteins, a strept-ABC
immunohistochemical staining procedure was applied. The Langerhans cells, melanocytes, dermal dentritic cells, inner
cells of hair follicles, some cells in hair bulby, blood vessels and neural structures contained the subunit S1008
whereas the arrector pili muscle and striated muscle cells in the dermis contained the subunit S100a. Both molecules
were expressed by neural fibers but not the keratinocytes. The authors claim that the presence and cellular localization
of S100 protein and its subunits S100a and S100B in the skin of Angora rabbit have been firstly elucidated in this
study.

Key Words: Angora rabbit, immunohistochemistry, S100 proteins, skin.
Girig S100ao (aa homodimeri) ve S100a (af het-
erodimeri) izotipleri meydana gelir (8, 9, 13, 14,
31). Sigir beyninden izole edilen ilk S100 proteini
bu U¢ dimerik yapinin bir karisimindan ibarettir (9,
12, 15). Bununla birlikte, insanlarda S100 proteinin
yirmi bes farkl alt tipinin oldugu belirlenmistir (20,
29). Memelilerde, S100B'nin glia hicrelerinde,
Schwann hcrelerinde, melanositlerde, Langer-
hans hicrelerinde, kondrositlerde, dendritik hiicrel-
erde ve adipositlerde, S100a’nin ise iskelet ve kalp
kas! hicreleri ile bébrek hucrelerinde bol olarak
bulundugu cgesitli arastirmalarla ortaya konulmus-
tur (6, 7, 10, 12, 13). S100 proteinleri, farkli hedef
proteinlerle etkilesimlere girerek protein fosforilas-

S100 proteinleri, molekdl agirliklari 9-13 kiloDalton
arasinda degisen ve gesitli dokularda dagilim gés-
teren asidik tip EF-el yapisina sahip kalsiyum
(Ca®") baglayici proteinlerdir (8, 9, 12, 14, 15). Bu
proteinler, ilk defa 1965 yilinda Moore tarafindan
sigir beyninden izole edilmistir (8, 9, 31). Uzun
yillar boyunca sinir sistemine ait molekuller olarak
distnllmisse de, daha sonra yapilan immuno-
histokimyasal ve biyokimyasal c¢aligmalar sonu-
cunda bu proteinlerin deri, testis, bébrek, kalp ve
iskelet kaslarinda da bulundugu anlasiimistir (6,
10, 13, 23).

S100 proteini, alfa (5S100a) ve beta (S1008) olmak
Uzere iki alt Gnitenin birlesmesi ile olugsmaktadir.
Bu iki alt Gnitenin farkli kombinasyonlari ile gesitli
hiicre tipleri tarafindan secici olarak eksprese
edilen dimerik yapida S100b (BB homodimeri),
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yonu, immun yanit, hiicre blyime ve g¢ogalmasi,
farklilasma, hiicre iskeleti hareketi, enzim ak-
tivitesi, sekresyon, apoptozis ve Ca®* homeostazisi
gibi gesitli fonksiyonlarda 6nemli gérevler alirlar (9,
10, 15, 29, 32).

Ankara tavsani (Oryctolagus cuniculus), bilinen en
eski tavsan irki olup, yininden iplik elde edilen tek
tavsan tiriddr. Ankara tavsanindan elde edilen
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yline “Angora” adi verilmektedir. Angora elyafi,
medullali oldugu igin oldukg¢a hafif ve yiksek isi
tutma 6zelligi olan bir yindir. Gunidmizde, Angora
saf olarak gerekse diger liflerle karistirilarak iplik
haline getirilerek ic ve dig giysilerin Uretiminde
kullaniimaktadir (19).

S100 proteinlerinin lokalizasyonlari ile ilgili olarak
Ozellikle insan derisi Uzerinde yapilmig olan ¢ok
sayida arastirma bulunmaktadir (3, 4, 6, 11, 18).
Buna karsin, hayvan derisi tizerindeki arastirmalar
sinirlidir (1, 24). Cesitli hiicresel fonksiyonlara sa-
hip S100 proteinlerinin, Ankara tavsan derisinde
varligi ve dagihmina dair herhangi bir kaynaga
rastlanmamistir. Bu ¢alismanin amaci, S100 pro-
teini ile alt Gniteler S1008 ve S100a’nin Ankara
tavsani derisindeki varligi ve farkli hiicre tiplerinde
dagilim ve lokalizasyonlarini immunohistokimyasal
yOntemle ortaya koymaktir.

Gerecg ve Yontem

Calismada materyal olarak, etik kurul onayi alin-
mis (ERU Veteriner Fakiiltesi Etik kurulu,
09.04.2003 tarihli, 24 toplanti sayili, 25 karar nolu
arastirma) farkl bir calismada kullanilan on adet
saglikh, erigkin, beyaz Ankara tavsanina ait deri
Ornegdi kullanildi. Tavsanlarin sirt bélgesi tras edil-
dikten sonra yatay ve dikey dogrultularda 1 cm
uzunlugunda deri érnekleri alindi. Alinan deri par-
¢alari, Bouine tespit solisyonunda 12 saat sireyle
tespit edildi. Dokular sirasiyla dereceli alkoller,
metil benzoat ve benzol serilerinden gegirilerek
parafinde bloklandi. Parafin bloklardan adhesivli
lamlara alinan 5 um kalinliginda kesitlere S100
proteinlerinin lokalizasyonunun belirlenmesi ama-
clyla strept-ABC immunohistokimyasal boyama
yontemi uygulandi. Kesitler, endojen peroksidazin
inaktivasyonu amaciyla metanolde hazirlanan %
3’lUk hidrojen peroksitte 20 dakika slreyle tutuldu.
Antijen retrieval islemi uygulanmadan %10’luk kegi
serumu (Labvision, Ultravision kit, TR-125-HL) ile
5 dakika muamele edildi ve takiben monoklonal
mouse anti-S100 (1/200, Thermo Scientific Kat
No. MS-296-P, Klon; 4C4.9), monoklonal mouse
anti-S1003 (1/400, Sigma, SH-B1) ve monoklonal
mouse anti-S100a (1/400, Sigma, SH-A1) primer
antikorlari ile oda i1sisinda 1 saat streyle inkubas-
yona birakildi. Daha sonra, 20 dakika sireyle
biotinli anti-mouse sekonder antikor (Labvision,
Ultravision kit, TR-125-HL) ve 20 dakika sireyle
avidin-peroksidaz sollsyonlari (Labvision, Ultra-
vision kit, TR-125-HL) ile muamele edildi. Antijen-
antikor reaksiyonun gérintilenebilmesi igin 5-10
dakika sireyle AEC kromojeni (Labvision), ardin-
dan da zemin boyamasi igin 2-3 dakika sureyle
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Gill'in hematoksileni uygulandi. Yikamalar PBS
(Phosphate buffer saline, 0.01 M, pH;7.4) ile yapi-
lirken, tim boyama islemleri bir nem kamarasi
(Shandon) igerisinde gergeklestirildi. Pozitif kontrol
olarak, S100 proteinleri icin tavsanlarin beyin
(S100 ve S100B) ve kalp (S100a) kesitleri kullanil-
di. Negatif kontrol icin primer antikorlarin yerine
non-spesifik immun serum damlatilarak geri kalan
boyama islemlerine devam edildi.

Bulgular

Anti-S100 ve anti-S1008 primer antikorlari igin
yapilan immunohistokimyasal boyamalarda, epi-
dermisin stratum bazale, stratum spinozum ve
stratum grantlozum katmanlarinda immunopozitif
hiicrelere rastlanildi (Sekil 1A-E). Stratum baza-
lede ¢ok az sayida Langerhans hiicresi oldugu
bilindiginden burada gdzlenen tim immunpozitif
hicreler melanositler, epidermisin diger katmanla-
rinda gorilen hicreler ise Langerhans hicreleri
olarak degerlendirildi. Epidermisin hemen altindaki
ylzlek dermiste de immunpozitif hiicreler gérilda
(Sekil 1A, B ve D). Bu hiicrelere dermis icerisinde
lenf damarlar yakinlarinda ve dermisin gesitli bol-
gelerinde rastlanildi. Ayrica, kan damarlarinin
(Sekil 1B), kil bulbusundaki bazi hiicrelerin (Selil
2A), kil follikdllerinin i¢ hicre katmanindaki hicre-
lerin (Sekil 2B) ve sinir teli demetlerinin (Sekil 2C)
de bu iki primer antikorla pozitif immunreaksiyon
verdigi dikkati gekti. immunboyanmalarin 6zellikte
sitoplazmik oldugu, c¢ekirdekte ise reaksiyonun
olmadigi gézlendi.

Anti-S100a primer antikoru igin yapilan immuno-
histokimyasal boyamada, anti-S1008 primer anti-
koru ile pozitif boyanan olusumlarin, anti-S100a
primer antikoru ile sinir teli demetleri hari¢ negatif
boyandigi goérlGldd. Bununla birlikte, muskulus
arrektor pili kasi ve dermisin derinlerinde gézlenen
cizgili kaslarda anti-S100a primer antikoruna karsi
kuvvetli pozitif immunreaksiyon oldugu halde
(Sekil 2D), anti-S100 primer antikoruna kargi daha
zayIf bir reaksiyonun bulundugu dikkati ¢ekti. Bu-
nunla birlikte, epidermisteki keratinositler her Ug
primer antikora karsi negatif immunreaksiyon ser-
giledi.

Tartigsma ve Sonug¢

S100 proteinlerinin insan derisindeki immunohisto-
kimyasal lokalizasyonlari ile ilgili olarak ¢cok sayida
arastirma bulunmaktadir (4, 6, 11, 25, 28). Buna
karsin, S100 molekdllerinin Ankara tavsani derisin-
de bulunduguna dair her hangi bir literattr bilgisi
yoktur. Yapilan bu ¢alismayla, S100 proteini ve bu
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Sekil 1. Epidermis ve dermiste S100 immunreaktivitesi, immunperoksidaz, AEC.

A) Anti-S100 immunpozitif melanositler (m), Langerhans hiicresi (ok) ve dermal dendritik hicreler (ok baslari), e; epidermis,
d; dermis, Bar; 25 pm.

B) Anti-S1008 immunpozitif melanositler (ok baglari), Langerhans hiicresi (ok) ve dermal dendritik hiicreler (yesil oklar) ve kan
damarlar (k), Bar; 25 pm.

C) Stratum bazale’de anti-S100B immunpozitif melanositler (oklar), Bar; 10 pm.
D) Anti-S1008 immunpozitif melanosit (ok), dermal dentritik hiicre (yesil ok) ve kan damari (k), Bar; 10 pm.
E) Anti-S100B8 immunpozitif melanositler (oklar), f; kil kesitleri, Bar; 10 pm.
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Sekil 2. Derinin farkl yapilarinda S100 immunreaktivitesi, immunperoksidaz, AEC.
A) Kil bulbusunun dip kismindaki hiicrelerde anti-S100 immunreaktivitesi (oklar), Bar; 10 um.
B) Kilin (k) i¢ hiicre katmanindaki hiicrelerde anti-S1008 immunreaktivitesi (oklar), Bar; 10 um.

C) Dermiste sinir teli enine kesitinde anti-S100B immunreaktivitesi (yesil oklar) ve immunpozitif dermal hicreler (ok baslari) ve
kan damari (k), m; anti-S1003 immunnegatif ¢izgili kas hicreleri, Bar; 10 um.

D) Dermiste gizgili kas hiicrelerinde (m) ve sinir teli enine kesitinde anti-S100a immunreaktivitesi, Bar; 10 um.

proteinin S10083 ve S100a alt tiplerinin Ankara tav-
sani derisindeki varligi goésterilmis ve hulcresel
lokalizasyonu ve dagilimi strept-ABC immunohis-
tokimyasal boyama ydntemiyle ortaya konulmus-
tur.

S100 proteini, S100B ve S100a alt unitelerin bir-
lesmesi ile olusur ve bu alt Unitelerin kombinas-
yonlariyla S100b (homodimer BB), S100ao
(homodimer aa) ve S100a (heterodimer ap) olmak
Uzere 3 farkli dimerik S100 izotip meydana gelir (8,
9, 13, 14, 31). Beyinden izole edilen S100 proteini,
S100B alt Unitesini igeren izotiplerin (S100b ve
S100a) sadece S100a igeren izotipe (S100ao0)
gére daha baskin olarak bulundugu 0¢ dimerik
yapinin bir karisimidir (9, 12, 15). Yapilan galis-
mada, beyinden izole edilmis S100 proteinine ve
bu proteine dimerik yapi kazandiran S1003 ve
S100a alt Onitelerine kargi ayri ayri hazirlanmig 3
farkli ticari primer antikor kullanilmistir. Béylece,
beyinden izole edilen S100 proteini ve bu mole-
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kdlin beta ile alfa alt gruplarinin Ankara tavsani
derisindeki hiicresel dagihmlari incelenmistir.

insan (6, 7, 13, 17, 18), sigir (24) ve koyun (1)
derisi (zerinde yapilan immunohistokimyasal galis-
malarda Langerhans hicrelerinin, melanositlerin
ve dermal dendritik hlcrelerin anti-S100 ve anti-
S1008 primer antikorlarina karsl pozitif, kerati-
nositlerin ise negative immunoreaksiyon gdsterdigi
bildirilmistir. Sunulan ¢alismada, arastirmacilarin
sonuglart  ile  uyumlu olarak epidermiste
Langerhans hicreleri ve melanositler, dermiste
dermal dendritik hiicreler ve sinir teli demetleri bu
primer antikorlara kargi immunpozitif reaksiyon
gbsterdiler. Ayrica bu antikorlar igin kil foliktllerinin
ic hiicre katmanlarindaki bazi hiicrelerde de immu-
noreaksiyon belirlendi. Buna karsin, anti-S100a
primer antikoru icin muskulus arrektor pili kasi ve
dermisin derinliklerindeki ¢izgili kaslarda yapilan
arastirmalarla (6, 7, 10, 12, 13) uyumlu olarak
pozitif, epidermis ve kil follikilind olusturan
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hicrelerde ise negatif reaksiyon belirlendi. Sunu-
lan galismada, anti-S100 ve anti-S1008 primer
antikorlarina karsi pozitif, anti-S100a primer anti-
koruna karsi ise negatif reaksiyon gdsteren
Langerhans hicrelerinin, melanositlerin, dermal
dentritik hacrelerin, kil folikll i¢ katman hicreleri-
nin, kil bulbus hucrelerinin ve kan damarlarinin
S100 proteinin sadece beta alt Gnitesini igerdikleri,
anti-S100 primer antikoru ile ¢ok zayif, anti-S1003
primer antikoru ile negatif ve anti-S100a primer
antikoru ile pozitif boyanan muskulus arrektor pili
ve dermisin derinlerinde gézlenen cizgili kaslarin
ise S100 proteinin ise sadece alfa alt Unitesini,
sinir teli demetlerinin ise her iki molekdli de icer-
dikleri sonucuna varildi.

Kutandz dendritik hiicreler, epidermal Langerhans
hucreleri ve dermal dendritik hicreler olmak Uzere
iki tiptir (30). Kemik iliginden kéken alan Langer-
hans hicreleri, dendritik hicreler olarak da anilan
antijen sunan hacre ailesinin dnemli bir Gyesidir
(21, 22). Bunlar, epidermiste yerlesim gbésterirler
ve dis gevreden epidermis igerisine gegen anti-
jenleri yakalayarak islerler. Daha sonra dermise
gecerek afferent lenf damarlariyla en yakin lenf
digumlerine giderler ve parakorteks boélgesindeki
T lenfositlere ylUzeylerindeki MHC-II molekdlleri
yardimi ile igledikleri antijenleri sunarak bir immun
yanit olusmasina neden olurlar (16, 26, 27, 30).
Dermal dendritik hlicrelerin de, dermis icerisindeki
T lenfositlere islenmis antijenleri sunduklari ve
immun yanit olusmasina katkida bulunduklari bilin-
mektedir (30). Bu 6zellikleri nedeniyle, Langerhans
hucreleri ve dermal dendritik hicreler, deri ile
iligkili lenfoid dokunun (SALT) en dnemli hicrel-
eridir (21, 22, 30). Yapilan galismada, epidermis
icerisinde tipik lokalizasyonlari ile S1008 immun-
pozitif Langerhans hicreleri ile epidermisin hemen
altindaki yuzlek dermis bdlgesinde ve dermisin
derinlerindeki bazi lenf damarlari etrafinda S100B
immunpozitif dermal dendritik hiicreler gézlendi.
Bununla birlikte sunulan ¢alismada O6zellikle lenf
damarlari  yakininda gbézlenen S100B pozitif
hiicrelerin, epidermiste yakalanan antijenleri lenf
damarlari ile lenf digimlerine tasimaya calisan
hareket halindeki Langerhans hiicreleri olabilecek-
leri distnalda.

Melanositler embriyonik dénemde krista néyral-
isten kdken alan ve epidermisin stratum bazale
katmaninda yerlesim gdsteren hicrelerdir. Deriyi
mordtesi 1sinlardan koruyan melanin pigmentini
sentezleyerek dallanan uzantilari  yardimiyla
bunlari epidermisin bazal katman hiicrelerine ak-
tarirlar (2). insan derisinde melanositlerin Langer-
hans hcreleri gibi S100B proteinini igerdigi daha
6nce yapilan galismalarda ortaya konulmustur (4,
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5, 6, 7, 11, 18). Bu o&zellikten yararlanilarak,
melanosit kdkenli melanoma gibi deri hastalik-
larinin ayirici teshisi yapilmaktadir (3, 4, 5, 17, 25,
28). Sunulan galismada, insan derisi igin bildiri-
lenlerle (6, 7, 11, 17) uyumlu olarak, Ankara
tavsani epidermisinin stratum bazale katmaninda
bulunan melanositlerin anti-S100 ve anti-S100
primer antikorlari ile kuvvetli pozitif reaksiyon ver-
digi tespit edildi. Bu sonug¢ tavsan deri hastalik-
larinin ayirici tanisinda anti-S100 ve anti-S100
antikorlarinin guvenilir bir sekilde kullanilabile-
cegini gbstermektedir.

S100 proteinlerinin, farkli hedef proteinlerle etkile-
simlere girmek suretiyle protein fosforilasyonu,
immun yanit, hiicre blyime farklilagsmasi, hlcre
iskeleti hareketi, enzim aktivitesi, sekresyon, apop-
tozis ve Ca®* homeostazisi gibi gesitli hiicre fonksi-
yonlarinda énemli gérevler aldiklari bilinmektedir
(10, 15, 23, 29, 31, 32). Bununla birlikte, S100
proteinlerinin melanositler ve Langerhans hicreler-
indeki kesin fonksiyonlari tam olarak agiklik kazan-
mamistir (10, 11, 29). Bu molekiillerin tim olasi
fonksiyonlari disinuldiginde, sunulan ¢alismada
S100 proteininin Langerhans hiicreleri ve dermal
dentritik hucrelerde hareketi saglamak igin hicre
iskeleti degisikligi ve immun yanit olusturma fonk-
siyonlari ile iligkili olabilecegi disunilmektedir.
Ankara tavsanlarinin albino 6zellikte olmalari ve
epidermisteki melanositlerin melanin lretememesi
nedeniyle S100 proteinin bu hicrelerde enzim
aktivitesi ve salgilama fonksiyonlarindan ziyade
hiicre morfolojisi ile ilgili olabilecedi saniimaktadir.
Bununla birlikte kaliteli ve surekli kil Gretiminin Gst
dlizeyde oldugu Ankara tavsani derisinde kil bul-
buslarindaki  hlcrelerde ve kil folikillerini
cevreleyen i¢ katman hiicrelerinde belirlenen S100
proteinlerinin ézellikle bliyime ve farkhlagsma ile
ilgili fonksiyonlarla iligkili olabilecegini akla getir-
mektedir.

insan kromozomlarinda S100 proteinin klonlanma-

sindan sorumlu yirmi bes farkh gen bulunmustur
(S100A1, S100A2, S100A3, S100A4, S100A5,

S100A6, S100A7, S100A7A, S100A7L2,
S100A7P1, S100A7P2, S100A8, S100A9,
S100A10, S100A11, S100A11P, S100A12,

S100A13, S100A14, S100A15, S100A16, S100B,
S100P, S100G ve S100Z) (21, 26). Gunumizde
bu yirmi bes gen igin uygun primer antikorlar Uretil-
mesi ve bunlarin arastirmalarda kullaniimasiyla
insan dokusu Uzerinde S100 proteinleriyle ilgili
calismalar daha kapsamli olarak yapilabilmektedir.
Bunun sonucunda, S100 protein ailesinden on (¢
tanesinin (S100A2, S100A3, S100A4, S100A7,
S100A8, S100A9, S100A10, S100A12, S100A15,
S100B ve S100P) insan derisinde bulundugu yapi-
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lan galismalarla ortaya konulmustur (4, 5, 11, 25).
Bununla birlikte, insan igin hazirlanmisg ticari primer
antikorlarin hayvan derilerine uygulanabilirligi ile
ilgili bilgiler sinirlidir.

Bu c¢alismada, S100 proteini ve bunun alt Uniteleri
S1008 ve S100a’nin Ankara tavsani derisindeki
varligi ve bu molekillerin hiicresel lokalizasyonlari
immunohistokimyasal yéntemle ortaya konulmus-
tur. Elde edilen sonuglarin, bu konuda daha sonra
yapilacak olan histolojik, patolojik ve molekiler
¢alismalara 1sik tutacagini disinmekteyim.
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