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Ozet

Summary

Bazal membranin formasyonu ve ¢esitliligi, yapisinda bulu-
nan Ozel proteinleri sayesinde saglanmistir. Viicutta genis bir
yayilima sahip olan bazal membran igerdigi proteinleri sayesinde
hiicrenin bilylimesinde, farklilasmasinda, gogiinde ve fonksiyo-
nununda 6nemli rol oynar. Goziin tabakalarindan biri olan retina-
da bulunan farkli hiicreler ve bazal membran gérmede &nemli
fonksiyonlara sahiptir.

Retina'nin bazal membraninin temel yapisini olusturan
laminin ve tip IV kollajen'nin dagilimi ve 6nemini arastirmak
amactyla bu ¢aligma planlandi. Bu amagla 6 erigkin fareden alinan
gozler % 4 paraformaldehit ile fikse edildikten sonra frozen blok-
lar hazirlandi. 7 p alinan kesitler, laminin ve tip IV kollajen an-
tikorlar1 ile anti-rabbit TRITC ikincil antikoru kullanilarak indirekt
immiinofliioresans yontemi ile boyandi. Kesitler Normanski, faz
kontrast ve fliioresan objektifleri ile incelendi.

Faz kontrast ve Normanski objektifi ile incelenen retinanin
tiim tabakalar1 kolaylikla segiliyordu. Laminin ve kollajen im-
munoreaktiviteleri retina hiicre tabakalar1 arasinda gézlenirken her
iki immunoreaktivite arasinda bir farklilik bulunamadi.

Her iki bazal membran proteinin retinadaki dagilimlarinin
benzer olmasi dolayisi ile retinada, proteinler arasinda fonksiyonel
olarak farklilik olmadigi sonucuna varildi.
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Formation and differences of basement membranes has been
provided by their structural proteins. Widely distribution of base-
ment membranes in body, play important roles during cell prolif-
eration, differentiation, migration and function via basement mem-
brane proteins. Retina, which is one of the eye layer, have a spe-
cific role during vision with consisting of different cells and base-
ment membrane.

This study was planned to investigate of distribution and im-
portance of laminin and collagen IV that are structural proteins of
basement membrane in retina. For this reason, eyes which were
collected from six adult mouse were fixed with 4% paraformalde-
hyde and obtained frozen blocks. Sections (7 pn) were stained us-
ing indirect immunofluorescence with anti-laminin or anti colla-
gen IV antibodies as a primer antibodies and anti-rabbit TRITC as
a secondary antibody. Sections were observed under phase,
Normansky and fluorescence objectives.

All layers of retina were detected clearly using both phase
and Normansky objectives. Immunoreactivities of both laminin
and collagen IV were observed all cell layers of retina and there
was no differences of their immunoreactivities.

Our results suggested that function of both proteins in retina
was similar because of similar distribution of both basement mem-
brane proteins.

Key Words: Basement membrane, Retina, Light microscopy

T Klin J Med Sci 2001, 21:260-263

Bazal membran endotelial ve epitelial hiicreleri sinir-
lamakla kalmayip, yag hiicresi, kas hiicresi ve periferik
sinir hiicrelerinin etrafinda bulunan bir ekstraselliiler
matriks elemanidir (1). Doku biitiinliigii, dokular aras1 kom-
partizasyon ve doku tamirinde gorev almasi yaninda, 6zel-
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likle embriyonik donemde hiicrenin biiylimesi, farklilag-
masl, ¢cogalmasi ve go¢ii gibi bazi temel hiicre fonksiyon-
larinda da 6nemli rol oynamasi arastiricilarin ilgisini ¢ek-
mistir (2-4).

Yapisinda bulunan 6zel proteinleri sayesinde bazal
membranin formasyonu ve cesitliligi saglanmistir (5).
Yapisinda birgok proteinden olusmasi yaninda, temel olarak
dort ana proteini vardir. Bunlar laminin, tip IV kollajen,
perlekan ve nidogendir. Bu temel proteinlerin birbirleri
arasinda yaptiklart organizasyonlar sonucu bazal membran
meydana gelir (6).
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Laminin ilk olarak EHS (Engelbreth-Holm-Swarm)
timdriinden elde edilmistir (7). Laminin a, B ve y olarak
adlandirilan ii¢ zincirin birbirleri ile sarmal bir yap1 olus-
turmasi sonucunda ii¢ kisa ve bir uzun kol olarak molekiiler
yapist olusur (7). Son yillarda lamininin bu {i¢ zincirinin
farkli tipleri ortaya g¢ikarilmis ve bdylece lamininin farkli
formasyonlarinin oldugu belirtilmistir. Halen o zincirinin
bes, B incirinin {i¢ ve y zincirinin de iki tipi bulunmaktadir
(8-10). 1lk bulunan laminin'e laminin-1 denmis ve
giinlimiize kadar da bu say1 11'i bulmustur (11).

Bazal membranin ikinci temel proteini olan tip IV kol-
lajen ise sadece bazal membran yapisina katilan kollajen ti-
pidir (12) ve viicudun diger bolgelerinde bulunmamaktadir.
al(IV)2a2(IV) molekiiler yapiya sahip olan tip IV kollajen’
in bazal membran yapisindaki esas goérevi diger bazal
membran proteinleri ile baglanmak ve mekanik olarak sta-
biliteyi saglamaktir (12). Charonis ve ark. 1985 yilinda in
vitro olarak yaptiklar1 ¢alismada tip IV kollajen'nin lami-
nine direkt olarak baglandigini gostermis (13) ise de daha
sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar bazal membranin bu iki
temel proteini arasinda direkt bir baglanmanin olmadigi,
nidogen ve perlekan araciligi ile indirekt bir baglanti
oldugu gosterilmistir (14). Bu ¢alismalar sonunda lamininin
mi yoksa tip IV kollajen'nin mi bazal membran formas-
yonunda daha dnemli oldugu tartigmalari dogmus ve ¢alig-
malar bu yonde yogunlagsmistir. Bununla beraber son yillar-
da yapilan caligmalar gostermistir ki dzellikle laminin ol-
madan bazal membran formasyonu gergeklesememektedir
(15). Goziin tabakalarindan biri olan retinada bulunan fark-
I1 hiicreler ve bazal membran gérmede 6nemli fonksiyon-
lara sahiptir. Bu ¢aligmamizda, multi-laminar yapiya sahip
retina'da, bazal membranin temel yapisinda rol oynayan
laminin ve tip IV kollajen'in dagilimmm immunohis-
tokimyasal olarak incelenmesi amaglanmistir.

Materyel ve Metod

Retina'nin bazal membraninin temel yapisini olustu-
ran laminin ve tip IV kollajen dagilimlarmi ve dnemini
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aragtirmak amaciyla planlanan bu c¢alismamizda 6 erigskin
fareden alinan gozler %4 paraformaldehit ile tespit edildik-
ten sonra frozen bloklar OCT gdmme materyali kul-
lanilarak -50°C'de hazirlandi. Kreostat ile alinan 7 p'luk
kesitler indirekt immunohistokimyasal boyama i¢in hazir-
land1.

Oncelikle gbmme materyali fosfat tampon soliisyonu
(PBS) ile 30'ar dakika olmak tizere iki degisim sonucunda
uzaklagtirildi. Dako pen ile gevrilen kesitler %10'luk nor-
mal keci serumu ile 1 saat tabi tutulduktan sonra yikama
yapilmadan direkt olarak tavsan anti-laminin veya tavsan
anti-tip IV kollajen antikorlar1 ile 18 saat boyandi.

Birincil antikorlar ii¢ defa S5'er dakika olmak {izere
PBS ile yikandiktan sonra ikincil antikor olan anti-rabbit
TRITC (Rhodamine) ile 2 saat karanlik ortamda boyandi.
Ikincil antikorlar S'er dakika ii¢ defa yikanarak gelvatol ka-
patma mediumu ile kapatildi.

Kesitler retinanin ince ayrintist i¢in Normanski ve faz
kontrast objektifleri ile incelenirken, immunoreaktivite
fliloresan objektifleri ile incelenerek laminin ve tip IV kol-
lajen'nin retina tabakalarindaki dagilimlar1 vermis olduklari
immunoreaktiviteler olarak degerlendirildi.

Bulgular

Retina faz kontrast objektifi ile incelendiginde reti-
nanin tiim hiicresel ve membrandz tabakalarinin ayrimi
yapildi. Faz kontrast mikroskobu ile hiicre cekirdekleri
siyah, sitoplazma beyaz ve membrandz tabakalar ise gri
olarak goriildii (Sekil 1a ve 1b).

Hiicre ve dokularin ii¢ boyutlu olarak goriilmesini
saglayan Normanski objektifi ile ise retinanin tabakalarini
olusturan yapilarin ¢ekirdek, sitoplazma ve membrandz
yapilar1 ayirt edilemez iken, tabaka sinirlart kolaylikla
seciliyordu (Sekil 2a ve 2b).

Indirekt immunofliioresan teknigi ile yapilan immuno-
histokimyasal boyama sonucunda, retina tabakalarindaki
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Sekil 3. Laminin immunoreaktivitesinin retina iizerindeki dagilimu. I-
I¢ smirlayict membran, D- Dis smirlayict membran. X200 (Orijinal
biiyiitme).

laminin ve kollajen dagilimi degerlendirildi. Laminin im-
munoreaktivitesinin retina pigment epitel hiicrelerinin otur-
dugu bazal membran ile i¢ ve dis sinirlayict membranda
pozitif oldugu gozlendi (Sekil 3). Tip IV kollajen'e ait im-
munoreaktiviteler ise daha ¢ok pigment epitel hiicre bazal
membraninda ve i¢ sinirlayict membranda kuvvetli pozitif
iken dig sinirlayict membranda daha zayif boyanma sap-
tand1 (Sekil 4).

Tartisma

Bazal membranin temel elemanlarindan olan laminin
ve tip IV kollajen, diger bazal membran proteinlerinin bir-
birleri ile baglanmasini saglayarak bazal membran formas-
yonunda énemli fonksiyonlara sahip ekstraselliiler matriks
proteinleridir. Cesitli bazal membranlar {izerine yapilan
calismalarda bazal membran proteinlerinin dagilimlarinin
farkli olmakla birlikte 6zellikle laminin'in farkli tiplerinin de
farkli dagilimlar oldugu gosterilmistir (10).
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dagilimu. I- T¢ simrlayict membran, D- Dis sinirlayict membran. X200
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Bazal membran proteinlerinin gézdeki dagilimlar
bolgesel farkliliklar gostermektedir. Buna gore; tip IV kol-
lajen, laminin ve laminin subiinitlerinin, kornea epiteli (16),
endoteli ve Descement membraninda (17) farkli dagilimlar
oldugu bildirilmistir. Diger bir ¢alismada, hem laminin hem
de tip IV kollajen'e ait immunoreaktivitelerinin Descement
membraninin endotel tarafinda pozitif olarak gozlenirken,
Descement membraninin stromal kisminda sadece tip IV
kollajen'e ait boyanma saptanmis, Descement membraninin
tabakalar1 arasinda laminin immunoreaktivitesinin ise
negatif oldugu tespit edilmistir (17-18). Bunlara kargin lens
kapsiiliinde ise hem laminin hem de tip IV kollajen'in im-
munoreaktivitelerinin kuvvetli pozitif oldugu gézlenmistir
(19).

Laminin ve Tip IV kollajen'in farkli izoformlar1 vii-
cutta farkli dagilimlar gostermektedir (11). Bu farkli form-
lardan kimisi embriyonik gelisimde daha &nemli rol oy-
narken, kimisi hastaliklarin etiyolojisinde ve bazilar1 da
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temel yapinin olusmasindan sorumludur. Ornegin laminin-
5 tipinin yapisini olusturan o3 tipi hemidesmozom ile tut-
turucu fibriller arasindaki baglantiy1 sagladig: icin, bu tip
laminin yoklugu epidermolizis bullosaya neden olmaktadir
(20). Ayrica kollajen tip IV'in o3 ve a5 formlarindaki
bozukluklarinda Goodpasture gibi bobrek hastaliklarinin
etiyolojisinde énemli rol oynadig1 tespit edilmistir (21).

Bu ¢alismamizda her iki bazal membran proteinin reti-
nadaki dagilimlarinin benzer olmasi dolayisi ile proteinler
arasinda retinada fonksiyonel olarak farklilik olmadigi
sonucuna varildi. Kullanilan laminin ve tip IV kollajen an-
tikorlar1 tiim laminin ve tip IV kollajen tiplerini tanidig1 igin
retinada bu proteinlerin dagihimlarina ait 6zellikler belir-
tilmemistir. O nedenle 6zellikle laminini olusturan zincir-
lere ait spesifik antikorlarla yapilacak olan immunohis-
tokimyasal caligmalar lamininin farkli formlarmin retina
tizerindeki dagilimlarin1 géstermede yararli olacaktir.

Bununla beraber laminin ve tip IV kollajen im-
munoreaktiviteleri retina tabakalarinda bulunan tiim bazal
membran ve benzeri yapilarda pozitif olarak gozlenmistir.
Bazal membranin iki temel proteini olan laminin ve tip IV
kollajen korneada oldugu gibi farkli dagilim gostermemek-
te ve retinadaki bazal membran yapisina birlikte katilmak-
tadir.
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