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Özet
Amaç: Aquaporinler, hücrelerin su içeriğini kontrol etmede kritik rol oynayan 
su kanallarıdır. Diabetik retinopati, aquaporin su kanallarının ekspresyonun-
daki değişikliklerle ilişkilendirilir. Biz bu çalışmada, diabetik ve non-diabetik 
ratların retina ve siliyer cisminde aquaporin-1 dağılımını araştırmayı hedef-
ledik. Gereç ve Yöntem: Diabetik ve non-diabetik ratların retina ve siliyer ci-
simleri immunohistokimyasal olarak incelendi. İmmunohistokimyasal değer-
lendirme için H-SCORE analizi kullanıldı. Bulgular: Aquaporin-1 immünoreak-
tivitesi, diabetik ve non-diabetik rat retinalarının gangliyon hücre tabakasın-
da (GHT), iç nükleer tabakada (INT), iç pleksiform tabakada (IPT), iç segment 
(IS) fotoreseptör tabakasında (FT) ve retina pigment epitelinde (RPE) bulun-
du ve özellikle diabetik rat retinalarında belirgin bir artış tesbit edildi. Bu bul-
gulara ilaveten siliyer cisim epitel hücrelerinde positif immunoreaktivite gö-
rüldü. Diabetik ve diabetik olmayan sıçan retinaları arasında morfolojik ola-
rak önemli bir değişiklik gözlenmedi. Bununla birlikte, iç nükleer tabaka (INT) 
ve dış nüklear tabaka (DNL) tabakaları arasındaki ayrım, diabetik sıçan reti-
nalarında ortadan kalkmıştı. Sonuç: Bizim sonuçlarımız, aquaporin-1 immu-
noreaktivitesinin diabetik sıçan retinası ve siliyer cisminde, diabetik olma-
yan sıçanlara göre önemli şekilde arttığını gösterdi. Bu bulgulara göre diabe-
tik sıçan retina ve siliyer cismindeki aquaporin-1 proteinin artışı, retinopati-
nin bir sebebi olabilir.

Anahtar Kelimeler
Aquaporin-1; Retina; Siliyer Cisim; Diabetes Mellitus, Sıçan

Abstract
Aim: Aquaporins are membrane water channels that play critical roles in 
controlling the water contents of cells. Diabetic retinopathy is associated 
with alterations in aquaporin water channel expression. We aimed to 
investigate the distribution of aquaporin 1 in non diabetic and diabetic rat 
retina and ciliary body.  Material and Method: Eyeballs from diabetic and 
non diabetic rats were examined by immunohistochemistry. H-Score analysis 
was used for the evaluation of immunohistochemistry. Results: Aquaporin 1 
immunoreactivity was found in the ganglionic cell layer (GCL), inner plexiform 
layer (IPL), the inner nuclear layer (INL), inner segment (IS) of photoreceptor 
layer (PRL) and retinal pigment epithelium (RPE) in diabetic and non diabetic 
rat retina and significantly increased in the diabetic rat retinas. In addition, 
epithelial cells of ciliary bodies were immunpositive for Aquaporin 1. No 
significant alterations were observed in the retinal morphology in the 
diabetic rats compared to non-diabetic rats. However, the demarcation 
between the INL and ONL was not noticed in diabetic retinas. Discussion: 
Our results indicate that Aquaporin 1 immunoreactivity in the diabetic rat 
retina and ciliary body significantly increases compared to non-diabetic rats. 
These results suggest that an increased expression of Aquaporin 1 in the 
diabetic rat retina and ciliary body may be one of the reason for retinopathy
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Giriş
Diyabet, insülin eksikliği ya da hedef dokuda insülin direnci 
nedeniyle oluşan ve sıklığı dünyada dramatik şekilde artan sis-
temik bir hastalıktır. Dünyadaki toplam diabetli sayısı, 2000’li 
yıllarda 171 milyon iken bu sayının 2030’lu yıllarda 366 milyona 
çıkacağı tahmin edilmektedir [1]. Bu hastalığın kaygı verici bir 
durum almasının nedeni diyabetik mikrovasküler komplikasyon-
lardan dolayı erken morbidite ve mortalitedir. Diabetin en önem-
li komplikasyonlarından birisi körlüğe kadar giden retinopatidir. 
Retinopati, fundus muayenesinde ortaya çıkan vasküler lezyon-
lar ve makuler ödemle karekterizedir. Bu normal oftalmik mua-
yene ile tesbit edilen bulguların yanında, histopatolojik inceleme 
sonucu ortaya çıkarılabilen bulgular da mevcuttur. Retinopatinin 
kesin patogenik mekanizması bilinmese de oluşumunda pek çok 
faktör suçlanmaktadır. Bu faktörler içerisinde son dönemlerde 
çalışılmaya başlanan aquaporin proteinlerindeki değişiklikler 
de yer almaktadır. Aquaporinlerin herbiri 30 kDa büyüklüğünde, 
membran proteinleri yapısında, bitki, hayvan ve daha alt mikro-
organizmaların yapısında bulunabilen su geçiş kanallarıdır [2]. 
Bu güne kadar farklı dokularda gösterilebilen 10 taneden faz-
la aquaporin subgrubu bulunsa da,  aquaporin-1 (AQP1), siliyer 
cisim epiteli ve koroid pleksusda en güçlü eksprese edilen for-
mudur [3]. AQP1,  non-pigmente siliyer epitelde eksprese edilir 
ve humor aköz sıvı dinamiğinde önemli fonksiyonlara sahiptir. 
AQP1’in aynı zamanda retina ve koroid dokusunda da varlığı 
gösterilmiştir. AQP1 delesyonu yapılmış ratlarda azalmış humor 
aköz üretiminden dolayı göz içi basıncında azalma olduğu tespit 
edilmiştir [4].  Retinada vasküler endotelial hücreler iç kan retina 
bariyerini oluşturur. Diyabetik retinopatide iç kan retina bariye-
rinin bozulduğu bilinmektedir. Retinada mikrovasküler endotelial 
hücrelerde AQP1 yokluğunun kan retina bariyerindeki bozulması-
na bağlı görülen bulgularla paralellik gösterdiği bulunmuştur [5]. 
Bütün bu kaynaklardan anlaşıldığı üzere, AQP’lerin göz dokusun-
daki varlığı ve önemi güncel çalışma konusudur, fakat diyabetin 
AQP1 proteini üzerinde oluşturduğu etki henüz anlaşılamamıştır. 
Bu çalışmada diyabetik ve diyabetik olmayan sıçan retinalarında 
ve siliyer cisimde AQP1 immunolokalizasyonundaki değişiklikleri 
belirlemeyi amaçladık. 
 
Gereç ve Yöntem
Diabet sıçan modelinin oluşturulması ve doku eldesi:
20 adet Wistar albino sıçanlar Gaziosmanpaşa Universitesi De-
ney Hayvanları laboratuarından sağlandı ve etik kurul raporu 
Gaziosmanpaşa Universitesi Deney Hayvanları etik kurulu ta-
rafından verildi (2011 HADYEK-020). Tüm sıçanlar Laboratuar 
Hayvanlarının Bakım ve Kullanımı Kılavuzuna (Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals) uygun olarak bir muameleye 
tabi tutuldu. Sıçanlar kontrol (grup 1, n: 10) ve diabetik (grup 
2, n:10) olmak üzere iki gruba ayrıldı. Grup 2’deki sıçanlara 12 
saat aç bıraktıktan sonra tek doz 60 mg/kg intraperitoneal 
streptozotosin injekte edildi. 24 saat sonra, deney grubundaki 
on hayvanın kan glukoz seviyesinin 250 mg/dl den yüksek olduğu 
belirlendi ve bunlar diabetik olarak kabul edildi. 45 günlük deney 
periyodunun sonunda sıçanlar ketamin/ksilazin (50/10 mg/kg)  
anestezisi altında kanları akıtılarak eksanguinasyon yöntemi ile 
sakrifiye edildi. Sıçanların göz dokuları çıkarılarak bouin fiksatifi 
içerisine atıldı. Dokular rutin histolojik işlemlerden geçirilerek 
parafine gömüldü. 

İmmünohistokimyasal değerlendirme
Polilizinli lam üzerine alınan kesitlerde immünohistokimyasal 
AQP-1 proteinin lokalizasyonu belirlendi. İmmünohistokimya-
sal inceleme için daha önce Cayli ve ark, 2011 tarafından ta-
nımlanan yöntem kullanıldı [6]. Kısaca, elde edilen dokuların bir 
kısmı immünohistokimyasal değerlendirme için Bouin çözelti-
sinde tespit edilip parafin gömme uygulandı. 5μm kalınlığındaki 
kesitler poli-L-lizin kaplı lamlarda (Sigma, St. Louis, MO, USA) 
toplandı ve bir gece 56°C’ da inkübe edildi. Kesitler ksilen ve 
dereceli alkol serilerinden geçirilip dehidrate edildi. Daha sonra 
kesitler 2 kez pH’sı 6.0 olan 10mM sitratlı tampon içinde mik-
rodalga fırında kaynatıldı ve sonrasında soğuyana kadar 20 dk. 
bu tamponda bekletildi. Fosfat tamponlu salinle (PBS) 5’er dk. 
üç kez yıkandıktan sonra endojen peroksidaz aktivitesi %3’lük 
hidrojen peroksidazla baskılandı. PBS’de 3’er kez 5’er dk. tekrar 
yıkandı. Kesitler spesifik olmayan reaksiyonu engellemek için 
10 dk. bloklama serumla (ScyTek Laboratorları, USA) bloklandı. 
Sonrasında kesitler bir gece 4°C’da primer antikorlar eklenerek 
inkübe edildi. Primer antikor olarak poliklonal tavşan aquaporin 
1 (1: 100, SantaCruz) kullanıldı. İnkübasyon sonrası, PBS ile oda 
sıcaklığında yıkamadan sonra sırayla biotinlenmiş sekonder an-
tikorlar (ScyTek Laboratories, USA) ve peroksidaz-işaretli strep-
tavidin (ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile toplam 50 dakika 
inkübe edildi. Peroksidaz aktivitesi, 3-amino-9-ethylcarbazol 
(AEC) (ScyTek Laboratories, USA) kromojeni ile inkübasyon 
sonucu görünür hale getirilip,  Mayer’in hematoksileni (ScyTek 
Laboratories, Utah, USA) ile zıt boyama yapıldı. Sonrasında, 
slaytlar su bazlı kapatma solusyonu (Fisher Chemicals, Spring-
field, NJ, USA) ile kapatıldı. Kontroller için, kesitler primer anti-
korla benzer konsantrasyonda normal tavşan serumuyla inkübe 
edildi. Aquaporin 1 ile boyanan kesitler Leica mikroskop (Leica 
DM2500, Nussloch, Almanya) altında fotoğraflandırıldı.
İmmunohistokimyasal analizin değerlendirilmesi 
İmmünohistokimyasal boyanmanın değerlendirilmesi daha önce 
Cayli ve ark [6]  (2011) tarafından tarif edilen HSCORE analizi 
ile yapıldı. Aquaporin 1 immünreaksiyonunun şiddeti ve boyanan 
hücre sayısı şu şekilde değerlendirildi. Herbir kesit için ışık mik-
roskobu altında 40X büyütmede birbirinden habersiz iki araştır-
macı tarafından rastgele beş alan seçildi ve bu alanlar içinde 
hücrelerin boyanma yoğunluğuna göre [0 (boyanma yok), +1 
(zayıf, fakat tespit edilebilir boyanma), +2 ( orta şiddetli boyan-
ma) ve +3 (yoğun boyanma)]  hücre sayımı yapıldı. Hesaplama 
için HSCORE formulü kullanıldı [∑Pi(i+ l): i boyanma yoğunluğu 
skorunu, Pi boyanan hücrelerin yüzdesini gösterir]. İki gözlemci-
nin hesapladığı skorların ortalaması alındı ve HSCORE değerleri 
grafikle gösterildi.

İstatistiksel Analiz
Istatiksel değerlendirme, HSCORE analizi sonucu elde edilen ve-
riler normal dağılım göstermediği için, gruplar arası tüm karşı-
laştırmalar non-parametric ANOVA testi  (Dunn metoduna göre) 
kullanılarak yapıldı. İstatiksel değerlendirmeler SigmaStat versi-
yon 3.5 (Jandel Scientific Corp., San Rafael, CA) kullanılarak ve 
anlamlılık p< 0.05 olarak değerlendirilmiştir. 

Sonuç
Diyabetik ve diyabetik olmayan sıçanların retinalarında ve siliyer 
cisimlerinde Aquaporin 1’ in immünohistokimyasal lokalizasyonu 
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Diabetik ve diabetik olmayan sıçan retina ve siliyer cisimlerin-
de Aquaporin 1’in karşılaştırmalı immunolokalizasyonları Şekil 
1’de gösterildi. Sıçan retinasında Aquaporin 1 immuno positif 
hücreler, Gangliyon hücre tabakası (GHT), İç fleksiform tabakası 
(İFT), İç nüklear tabaka (İNT) ve koni-basil tabakasında (KBT) 
gözlendi (Şekil 1A-C ve F-H). Ayrıca, siliyer cisimde epitelyum 
hücrelerinde Aquaporin 1 lokalizasyonu belirlendi (Şekil 1 D ve İ). 
Aquaporin 1 immunpositivitenin hücre sitoplâzmasında olduğu 

gözlendi. Diabetik ve diabetik olmayan sıçanların retina ve iris-
lerinde Aquaporin 1’in lokalizasyonları bakımından bölgesel fark 
görülmese de, Aquaporin 1 immun positif hücrelerin diabetik re-
tinada daha yoğun boyandığı gözlendi. Özellikle, İFT ve İNT’daki 
Aquaporin 1 positif hücrelerin diabetik retina tabakasında daha 
yoğun olduğu saptandı. Histolojik kesitlerde diabetik sıçanlarda, 
retina tabakalarından Dış fleksiform tabakanın kalınlığı (DFT, Fi-
gure 1J, ok), diyabetik olmayan sıçanların retinasına göre daha 
inceydi. Bazı kesitlerde ise, diyabetik sıçanlarda iç nüklear ve 
dış nüklear tabaka arasında bir sınır olduğunu ayırmak mümkün 
değildi. Negatif kontrol kesitlerde hiçbir immünreaksiyon görül-
medi (Şekil 1E ve J).
 HSCORE analizi, hem Aquaporin 1 positif hücre sayısının hem 
de Aquaporin 1 boyanma yoğunluğunun diyabetik ve diyabetik 
olmayan retina ve iris tabakalarında farklı olduğunu gösterdi 
(p<0,05) (Şekil 2). 

Tartışma
Bu çalışma, diyabetik sıçan retina ve siliyer cisimciğinde, aqua-
porin 1 (AQ1) proteininin ifadesinin anlamlı oranda artığını gös-
termiştir. Diyabetik retinopati, retinal mikrovasküler yapıda dis-
fonksiyona neden olan, endotel hasarı ve bunun sonucunda da, 
kan retina bariyerinde bozulma ve ödemle sonuçlanan sistemik 
bir hastalıktır [7]. Xun ve ark [8].  farelerde oluşturdukları prema-
türe retinopati modelinde, AQ1 proteininin dış retinada, özellikle 
rod ve koni tabakalarında lokalize olduğunu bulmuşlardır. Fuku-
da ve ark [9] AQP1 ve AQP4’ün diabetik Torii sıçanların iç ve dış 
retinalarında farklı şekillerde lokalizasyonlarını göstermişlerdir. 
Bizim çalışmamız da bu bulguları destekler şekilde AQP1’nin 
diabetik sıçanlardaki artmış ifadesini göstermiştir, Fakat çalış-
mamızda AQP1’in immunoreaktivitesinde fark görülmesine rağ-
men, diabetik ve diabetik olmayan sıçan retina ve siliyer cisim 
morfolojilerinde anlamlı bir fark bulunamamıştır. Bunun nedeni-
nin deneyde kullanılan sıçanların diabete maruz kalma süresiyle 
ilgili olduğu düşünülmektedir.
Ruiz-Ederra ve Verkman[5]  oluşturdukları retinopati modelinde 
AQP1’in siliyer epitelin non-pigmente tabakasında güçlü şekilde 
ifade edildiğini bulmuşlardır. Bu sonuçlar,  AQP1’nin siliyer cisim 
epiteldeki artış ifadesini gösteren sonuçlarımızı destekler şekil-
dedir. AQP1 kapiller endotel boyunca osmotik olarak indüklenen 
sıvı hareketi için önemli bir suyolu oluşturur [10]. O nedenle, 
bu proteinin miktarında meydana gelebilecek bir artış, maku-
lar ödem oluşumunda önemli olabilir. Nitekim AQP1 den yoksun 
sıçanlarda intraokuler basınçta azalma olduğu tesbit edilmiştir 

Şekil 1. Diyabetik olmayan (Kontrol, A-D) ve diyabetik (F-İ) sıçan retina ve sili-
yer cisiminde Aquaporin 1 proteininin immunohistokimyasal lokalizasyonu. Aqua-
porin 1 immunopositif hücreler, retinanın pigment epitelyumu (PE), koni-basil 
tabakası (KBT), iç nüklear tabaka (INT) ve gangliyon hücre tabakasında (GHT) 
görülmektedir. Diyabetik sıçan retinasında ve siliyer cisiminde Aquaporin 1 positif 
hücrelerin daha yoğun boyandığı izlenmektedir (F-I). Primer antikor yerine, rab-
bit IgG kullanıldığı zaman herhangi bir immun boyanmaya rastlanılmamıştır (E, 
J). Histolojik kesitlerde diabetik sıçanlarda, retina tabakalarından Dış fleksiform 
tabakada (DFT, ok) kontrol retinaya göre bir incelme gözlendi (J).   
Pigment epitelyumu (PE), Koni-Basil Tabakası (KBT), Dış sınırlayıcı membran 
(DSM), Dış nüklear tabaka (DNT), Dış fleksiform tabaka (DFT), İç nüklear tabaka 
(INT), İç fleksiform tabaka (İFT), Gangliyon hücre tabakası (GHT), Sinir lifi tabakası 
(SLT), İç sınırlayıcı membran (ISM).  Bar: 50 μm. 
 

Şekil 2. Diyabetik olmayan (Kontrol) ve diyabetik sıçan retina ve siliyer cisiminde Aquaporin 1 proteininin 
ifadelerinin HSCORE analizi ile karşılaştırılması. Diyabetik sıçan Aquaporin 1’in ifadesi anlamlı bir dere-
cede kontrole göre artmıştır (*: p<0,05). 
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[4,11].  
Retinopatide retinal ödem gelişimi, retinal nöronları, sinir fibril-
lerini, kapillerlerini kompresyona uğratarak, dokulara oksijen ve 
glukoz difüzyonunu bozar. Deneysel olarak diyabet oluşturulan 
ratlarda retinal yüzeyel vasküler yapı etrafında AQP tiplerinde 
değişiklik saptanmıştır [12]. Yüzeyel damarlar normal grupta, 
AQP4 ile çevrelenirken, diyabetik grupta AQP1 ile çevrelenmiş-
tir. Normalde iç retinal dokudan sıvı absorbsiyonu, AQP4 tara-
fından yönlendirilen glial hücreler tarafından yürütülür [13]. Bu 
çalışmada araştırmacılar retinadaki su transportunun özellikle 
yüzeyel damarlarda değiştiğini göstermişlerdir. Benzer çalışma-
larda APQ1 düzeyindeki azalmayı akut beyin hasarından sonra 
tariflemişler ve bunun ödem oluşumu ve dinamiği ile ilgili ola-
bileceğini ileri sürmüşlerdir[14]. Bizim çalışmamızda, diyabetik 
retinada ödem görülmemesine rağmen AQP1 ifadesinde deği-
şiklik fark edilmiştir. 
Diyabetik rat retina ve siliyer epitel dokusunda AQP1 ekpresyo-
nunun artmış olması, retinopati etiyopatogenezinde bu yapısal 
su kanalarının önemli bir rol oynayabileceğini göstermektedir. 
Aynı zamanda, retinopatili hastalarda görme azlığının en büyük 
nedeni olan ödem oluşumunda bu proteinlerin rolünü akla getir-
mekte ve retinal ödemin tedavi yaklaşımında gelecekteki çalış-
malara ışık tutacaktır.   
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