
Bazal membran endotelial ve epitelial hücreleri sýnýr-
lamakla kalmayýp, yað hücresi, kas hücresi ve periferik
sinir hücrelerinin etrafýnda bulunan bir ekstrasellüler
matriks elemanýdýr (1). Doku bütünlüðü, dokular arasý kom-
partizasyon ve doku tamirinde görev almasý yanýnda, özel-

likle embriyonik dönemde hücrenin büyümesi, farklýlaþ-
masý, çoðalmasý ve göçü gibi bazý temel hücre fonksiyon-
larýnda da önemli rol oynamasý araþtýrýcýlarýn ilgisini çek-
miþtir (2-4).

Yapýsýnda bulunan özel proteinleri sayesinde bazal
membranýn formasyonu ve çeþitliliði saðlanmýþtýr (5).
Yapýsýnda birçok proteinden oluþmasý yanýnda, temel olarak
dört ana proteini vardýr. Bunlar laminin, tip IV kollajen,
perlekan ve nidogendir. Bu temel proteinlerin birbirleri
arasýnda yaptýklarý organizasyonlar sonucu bazal membran
meydana gelir (6).
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Özet
Bazal membranýn formasyonu ve çeþitliliði, yapýsýnda bulu-

nan özel proteinleri sayesinde saðlanmýþtýr. Vücutta geniþ bir
yayýlýma sahip olan bazal membran içerdiði proteinleri sayesinde
hücrenin büyümesinde, farklýlaþmasýnda, göçünde ve fonksiyo-
nununda önemli rol oynar. Gözün tabakalarýndan biri olan retina-
da bulunan farklý hücreler ve bazal membran görmede önemli
fonksiyonlara sahiptir.

Retina'nýn bazal membranýnýn temel yapýsýný oluþturan
laminin ve tip IV kollajen`nin daðýlýmý ve önemini araþtýrmak
amacýyla bu çalýþma planlandý. Bu amaçla 6 eriþkin fareden alýnan
gözler % 4 paraformaldehit ile fikse edildikten sonra frozen blok-
lar hazýrlandý. 7 m alýnan kesitler, laminin ve tip IV kollajen an-
tikorlarý ile anti-rabbit TRITC ikincil antikoru kullanýlarak indirekt
immünoflüoresans yöntemi ile boyandý. Kesitler Normanski, faz
kontrast ve flüoresan objektifleri ile incelendi.

Faz kontrast ve Normanski objektifi ile incelenen retinanýn
tüm tabakalarý kolaylýkla seçiliyordu. Laminin ve kollajen im-
munoreaktiviteleri retina hücre tabakalarý arasýnda gözlenirken her
iki immunoreaktivite arasýnda bir farklýlýk bulunamadý.

Her iki bazal membran proteinin retinadaki daðýlýmlarýnýn
benzer olmasý dolayýsý ile retinada, proteinler arasýnda fonksiyonel
olarak farklýlýk olmadýðý sonucuna varýldý.
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Summary
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 m) 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.
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Laminin ilk olarak EHS (Engelbreth-Holm-Swarm)
tümöründen elde edilmiþtir (7). Laminin a, b ve g olarak
adlandýrýlan üç zincirin birbirleri ile sarmal bir yapý oluþ-
turmasý sonucunda üç kýsa ve bir uzun kol olarak moleküler
yapýsý oluþur (7). Son yýllarda lamininin bu üç zincirinin
farklý tipleri ortaya çýkarýlmýþ ve böylece lamininin farklý
formasyonlarýnýn olduðu belirtilmiþtir. Halen a zincirinin
beþ, b incirinin üç ve g zincirinin de iki tipi bulunmaktadýr
(8-10). Ýlk bulunan laminin'e laminin-1 denmiþ ve
günümüze kadar da bu sayý 11'i bulmuþtur (11).

Bazal membranýn ikinci temel proteini olan tip IV kol-
lajen ise sadece bazal membran yapýsýna katýlan kollajen ti-
pidir (12) ve vücudun diðer bölgelerinde bulunmamaktadýr.
a1(IV)2a2(IV) moleküler yapýya sahip olan tip IV kollajen'
in bazal membran yapýsýndaki esas görevi diðer bazal
membran proteinleri ile baðlanmak ve mekanik olarak sta-
biliteyi saðlamaktýr (12). Charonis ve ark. 1985 yýlýnda in
vitro olarak yaptýklarý çalýþmada tip IV kollajen'nin lami-
nine direkt olarak baðlandýðýný göstermiþ (13) ise de daha
sonraki yýllarda yapýlan çalýþmalar bazal membranýn bu iki
temel proteini arasýnda direkt bir baðlanmanýn olmadýðý,
nidogen ve perlekan aracýlýðý ile indirekt bir baðlantý
olduðu gösterilmiþtir (14). Bu çalýþmalar sonunda lamininin
mi yoksa tip IV kollajen'nin mi bazal membran formas-
yonunda daha önemli olduðu tartýþmalarý doðmuþ ve çalýþ-
malar bu yönde yoðunlaþmýþtýr. Bununla beraber son yýllar-
da yapýlan çalýþmalar göstermiþtir ki özellikle laminin ol-
madan bazal membran formasyonu gerçekleþememektedir
(15). Gözün tabakalarýndan biri olan retinada bulunan fark-
lý hücreler ve bazal membran görmede önemli fonksiyon-
lara sahiptir. Bu çalýþmamýzda, multi-laminar yapýya sahip
retina'da, bazal membranýn temel yapýsýnda rol oynayan
laminin ve tip IV kollajen'in daðýlýmýnýn immunohis-
tokimyasal olarak incelenmesi amaçlanmýþtýr.

Materyel ve Metod

Retina'nýn bazal membranýnýn temel yapýsýný oluþtu-
ran laminin ve tip IV kollajen daðýlýmlarýný ve önemini

araþtýrmak amacýyla planlanan bu çalýþmamýzda 6 eriþkin
fareden alýnan gözler %4 paraformaldehit ile tespit edildik-
ten sonra frozen bloklar OCT gömme materyali kul-
lanýlarak -50oC'de hazýrlandý. Kreostat ile alýnan 7 m'luk
kesitler indirekt immunohistokimyasal boyama için hazýr-
landý.

Öncelikle gömme materyali fosfat tampon solüsyonu
(PBS) ile 30'ar dakika olmak üzere iki deðiþim sonucunda
uzaklaþtýrýldý. Dako pen ile çevrilen kesitler %10'luk nor-
mal keçi serumu ile 1 saat tabi tutulduktan sonra yýkama
yapýlmadan   direkt olarak tavþan anti-laminin veya tavþan
anti-tip IV kollajen antikorlarý ile 18 saat boyandý.

Birincil antikorlar üç defa 5'er dakika olmak üzere
PBS ile yýkandýktan sonra ikincil antikor olan anti-rabbit
TRITC (Rhodamine) ile 2 saat karanlýk ortamda boyandý.
Ýkincil antikorlar 5'er dakika üç defa yýkanarak gelvatol ka-
patma mediumu ile kapatýldý.

Kesitler retinanýn ince ayrýntýsý için Normanski ve faz
kontrast objektifleri ile incelenirken, immunoreaktivite
flüoresan objektifleri ile incelenerek laminin ve tip IV kol-
lajen'nin retina tabakalarýndaki daðýlýmlarý vermiþ olduklarý
immunoreaktiviteler olarak deðerlendirildi.

Bulgular

Retina faz kontrast objektifi ile incelendiðinde reti-
nanýn tüm hücresel ve membranöz tabakalarýnýn ayrýmý
yapýldý. Faz kontrast mikroskobu ile hücre çekirdekleri
siyah, sitoplazma beyaz ve membranöz tabakalar ise gri
olarak görüldü (Þekil 1a ve 1b).

Hücre ve dokularýn üç boyutlu olarak görülmesini
saðlayan Normanski objektifi ile ise retinanýn tabakalarýný
oluþturan yapýlarýn çekirdek, sitoplazma ve membranöz
yapýlarý ayýrt edilemez iken, tabaka sýnýrlarý kolaylýkla
seçiliyordu (Þekil 2a ve 2b).

Ýndirekt immunoflüoresan tekniði ile yapýlan immuno-
histokimyasal boyama sonucunda, retina tabakalarýndaki

Þekil 1. Retinanýn Faz Kontrast objektifi ile görünümü. a) X100, b) X400 (Orijinal büyütme).
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laminin ve kollajen daðýlýmý deðerlendirildi. Laminin im-
munoreaktivitesinin retina pigment epitel hücrelerinin otur-
duðu bazal membran ile iç ve dýþ sýnýrlayýcý membranda
pozitif olduðu gözlendi (Þekil 3). Tip IV kollajen'e ait im-
munoreaktiviteler ise daha çok pigment epitel hücre bazal
membranýnda ve iç sýnýrlayýcý membranda kuvvetli pozitif
iken dýþ sýnýrlayýcý membranda daha zayýf boyanma sap-
tandý (Þekil 4).

Tartýþma

Bazal membranýn temel elemanlarýndan olan laminin
ve tip IV kollajen, diðer bazal membran proteinlerinin bir-
birleri ile baðlanmasýný saðlayarak bazal membran formas-
yonunda önemli fonksiyonlara sahip ekstrasellüler matriks
proteinleridir. Çeþitli bazal membranlar üzerine yapýlan
çalýþmalarda bazal membran proteinlerinin daðýlýmlarýnýn
farklý olmakla birlikte özellikle laminin'in farklý tiplerinin de
farklý daðýlýmlarý olduðu gösterilmiþtir (10).

Bazal membran proteinlerinin gözdeki daðýlýmlarý
bölgesel farklýlýklar göstermektedir. Buna göre; tip IV kol-
lajen, laminin ve laminin subünitlerinin, kornea epiteli (16),
endoteli ve Descement membranýnda (17) farklý daðýlýmlarý
olduðu bildirilmiþtir. Diðer bir çalýþmada, hem laminin hem
de tip IV kollajen'e ait immunoreaktivitelerinin Descement
membranýnýn endotel tarafýnda pozitif olarak gözlenirken,
Descement membranýnýn stromal kýsmýnda sadece tip IV
kollajen'e ait boyanma saptanmýþ, Descement membranýnýn
tabakalarý arasýnda laminin immunoreaktivitesinin ise
negatif olduðu tespit edilmiþtir (17-18). Bunlara karþýn lens
kapsülünde ise hem laminin hem de tip IV kollajen'in im-
munoreaktivitelerinin kuvvetli pozitif olduðu gözlenmiþtir
(19).

Laminin ve Tip IV kollajen'in farklý izoformlarý vü-
cutta farklý daðýlýmlar göstermektedir (11). Bu farklý form-
lardan kimisi embriyonik geliþimde daha önemli rol oy-
narken, kimisi hastalýklarýn etiyolojisinde ve bazýlarý da

Þekil 2. Retinanýn Normanski objektifi ile görünümü. a) X100, b) X400 (Orijinal büyütme).

Þekil 3. Laminin immunoreaktivitesinin retina üzerindeki daðýlýmý. Ý-
Ýç sýnýrlayýcý membran, D- Dýþ sýnýrlayýcý membran. X200 (Orijinal
büyütme).

Þekil 4. Tip IV kollajen immunoreaktivitesinin retina üzerindeki
daðýlýmý. Ý- Ýç sýnýrlayýcý membran, D- Dýþ sýnýrlayýcý membran. X200
(Orijinal büyütme).
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temel yapýnýn oluþmasýndan sorumludur. Örneðin laminin-
5 tipinin yapýsýný oluþturan a3 tipi hemidesmozom ile tut-
turucu fibriller arasýndaki baðlantýyý saðladýðý için, bu tip
laminin yokluðu epidermolizis bullosaya neden olmaktadýr
(20). Ayrýca kollajen tip IV'ün a3 ve a5 formlarýndaki
bozukluklarýnda Goodpasture gibi böbrek hastalýklarýnýn
etiyolojisinde önemli rol oynadýðý tespit edilmiþtir (21).

Bu çalýþmamýzda her iki bazal membran proteinin reti-
nadaki daðýlýmlarýnýn benzer olmasý dolayýsý ile proteinler
arasýnda retinada fonksiyonel olarak farklýlýk olmadýðý
sonucuna varýldý. Kullanýlan laminin ve tip IV kollajen an-
tikorlarý tüm laminin ve tip IV kollajen tiplerini tanýdýðý için
retinada bu proteinlerin daðýlýmlarýna ait özellikler belir-
tilmemiþtir. O nedenle özellikle laminini oluþturan zincir-
lere ait spesifik antikorlarla yapýlacak olan immunohis-
tokimyasal çalýþmalar lamininin farklý formlarýnýn retina
üzerindeki daðýlýmlarýný göstermede yararlý olacaktýr.

Bununla beraber laminin ve tip IV kollajen im-
munoreaktiviteleri retina tabakalarýnda bulunan tüm bazal
membran ve benzeri yapýlarda pozitif olarak gözlenmiþtir.
Bazal membranýn iki temel proteini olan laminin ve tip IV
kollajen korneada olduðu gibi farklý daðýlým göstermemek-
te ve retinadaki bazal membran yapýsýna birlikte katýlmak-
tadýr.
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