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Ozet

Amag: Aquaporinler, hiicrelerin su icerigini kontrol etmede kritik rol oynayan
su kanallaridir. Diabetik retinopati, aquaporin su kanallarinin ekspresyonun-
daki degisikliklerle iliskilendirilir. Biz bu ¢alismada, diabetik ve non-diabetik
ratlarin retina ve siliyer cisminde aquaporin-1 dagilimini arastirmayi hedef-
ledik. Gereg ve Yontem: Diabetik ve non-diabetik ratlarin retina ve siliyer ci-
simleri immunohistokimyasal olarak incelendi. immunohistokimyasal deger-
lendirme icin H-SCORE analizi kullanildi. Bulgular: Aquaporin-1 immiinoreak-
tivitesi, diabetik ve non-diabetik rat retinalarinin gangliyon hiicre tabakasin-
da (GHT), i¢ nukleer tabakada (INT), i¢ pleksiform tabakada (IPT), i¢c segment
(IS) fotoreseptor tabakasinda (FT) ve retina pigment epitelinde (RPE) bulun-
du ve o6zellikle diabetik rat retinalarinda belirgin bir artis tesbit edildi. Bu bul-
gulara ilaveten siliyer cisim epitel hiicrelerinde positif immunoreaktivite go-
rildu. Diabetik ve diabetik olmayan sican retinalari arasinda morfolojik ola-
rak énemli bir degisiklik gézlenmedi. Bununla birlikte, i¢ niikleer tabaka (INT)
ve dis niiklear tabaka (DNL) tabakalari arasindaki ayrim, diabetik sican reti-
nalarinda ortadan kalkmisti. Sonug: Bizim sonuglarimiz, aquaporin-1 immu-
noreaktivitesinin diabetik sican retinasi ve siliyer cisminde, diabetik olma-
yan sicanlara gore 6nemli sekilde arttigini gosterdi. Bu bulgulara gére diabe-
tik sican retina ve siliyer cismindeki aquaporin-1 proteinin artisl, retinopati-
nin bir sebebi olabilir.

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

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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Giris

Diyabet, insilin eksikligi ya da hedef dokuda insilin direnci
nedeniyle olusan ve sikhgi dinyada dramatik sekilde artan sis-
temik bir hastaliktir. Diinyadaki toplam diabetli sayisi, 2000’li
yillarda 171 milyon iken bu sayinin 2030’lu yillarda 366 milyona
cikacagl tahmin edilmektedir [1]. Bu hastaligin kaygi verici bir
durum almasinin nedeni diyabetik mikrovaskiiler komplikasyon-
lardan dolayi erken morbidite ve mortalitedir. Diabetin en 6nem-
li komplikasyonlarindan birisi kérlige kadar giden retinopatidir.
Retinopati, fundus muayenesinde ortaya cikan vaskiiler lezyon-
lar ve makuler 6demle karekterizedir. Bu normal oftalmik mua-
yene ile tesbit edilen bulgularin yaninda, histopatolojik inceleme
sonucu ortaya ¢ikarilabilen bulgular da mevcuttur. Retinopatinin
kesin patogenik mekanizmasi bilinmese de olusumunda pek ¢cok
faktor suclanmaktadir. Bu faktérler icerisinde son dénemlerde
cahsiimaya baslanan aquaporin proteinlerindeki degisiklikler
de yer almaktadir. Aquaporinlerin herbiri 30 kDa buyiikligiinde,
membran proteinleri yapisinda, bitki, hayvan ve daha alt mikro-
organizmalarin yapisinda bulunabilen su gecis kanallaridir [2].
Bu giine kadar farkl dokularda gosterilebilen 10 taneden faz-
la aquaporin subgrubu bulunsa da, aquaporin-1 (AQP1), siliyer
cisim epiteli ve koroid pleksusda en giicli eksprese edilen for-
mudur [3]. AQP1, non-pigmente siliyer epitelde eksprese edilir
ve humor akoz sivi dinamiginde 6énemli fonksiyonlara sahiptir.
AQP71’in ayni zamanda retina ve koroid dokusunda da varhigi
gosterilmistir. AQP1 delesyonu yapilmis ratlarda azalmis humor
akoz tretiminden dolay g6z ici basincinda azalma oldugu tespit
edilmistir [4]. Retinada vaskiiler endotelial hiicreler i¢ kan retina
bariyerini olusturur. Diyabetik retinopatide i¢ kan retina bariye-
rinin bozuldugu bilinmektedir. Retinada mikrovaskiler endotelial
hiicrelerde AQP1 yoklugunun kan retina bariyerindeki bozulmasi-
na bagl gorilen bulgularla paralellik gosterdigi bulunmustur [5].
Butuin bu kaynaklardan anlasildigi tizere, AQP’lerin g6z dokusun-
daki varhgi ve 6nemi giincel calisma konusudur, fakat diyabetin
AQP1 proteini lizerinde olusturdugu etki heniiz anlasilamamustir.
Bu calismada diyabetik ve diyabetik olmayan sican retinalarinda
ve siliyer cisimde AQP1 immunolokalizasyonundaki degisiklikleri
belirlemeyi amacladik.

Gerec ve Yontem

Diabet sican modelinin olusturulmasi ve doku eldesi:

20 adet Wistar albino sicanlar Gaziosmanpasa Universitesi De-
ney Hayvanlar laboratuarindan saglandi ve etik kurul raporu
Gaziosmanpasa Universitesi Deney Hayvanlari etik kurulu ta-
rafindan verildi (2011 HADYEK-020). Tum sicanlar Laboratuar
Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi Kilavuzuna (Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals) uygun olarak bir muameleye
tabi tutuldu. Sicanlar kontrol (grup 1, n: 10) ve diabetik (grup
2, n:10) olmak tizere iki gruba ayrildi. Grup 2'deki sicanlara 12
saat ac¢ biraktiktan sonra tek doz 60 mg/kg intraperitoneal
streptozotosin injekte edildi. 24 saat sonra, deney grubundaki
on hayvanin kan glukoz seviyesinin 250 mg/d| den yiiksek oldugu
belirlendi ve bunlar diabetik olarak kabul edildi. 45 gtinlik deney
periyodunun sonunda sicanlar ketamin/ksilazin (50/10 mg/kg)
anestezisi altinda kanlari akitilarak eksanguinasyon yontemi ile
sakrifiye edildi. Sicanlarin géz dokulari cikarilarak bouin fiksatifi
icerisine atildi. Dokular rutin histolojik islemlerden gecirilerek
parafine gémdalda.

immiinohistokimyasal degerlendirme

Polilizinli lam (zerine alinan kesitlerde imminohistokimyasal
AQP-1 proteinin lokalizasyonu belirlendi. immiinohistokimya-
sal inceleme icin daha 6nce Cayli ve ark, 2011 tarafindan ta-
nimlanan yéntem kullanildi [6]. Kisaca, elde edilen dokularin bir
kismi immiinohistokimyasal degerlendirme icin Bouin c¢ozelti-
sinde tespit edilip parafin gémme uygulandi. 5pm kalinligindaki
kesitler poli-L-lizin kaph lamlarda (Sigma, St. Louis, MO, USA)
toplandi ve bir gece 56°C’ da inkibe edildi. Kesitler ksilen ve
dereceli alkol serilerinden gecirilip dehidrate edildi. Daha sonra
kesitler 2 kez pH’si 6.0 olan 10mM sitratl tampon icinde mik-
rodalga firinda kaynatildi ve sonrasinda soguyana kadar 20 dk.
bu tamponda bekletildi. Fosfat tamponlu salinle (PBS) 5’er dk.
lc kez yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesi %3’liik
hidrojen peroksidazla baskilandi. PBS’de 3’er kez 5’er dk. tekrar
yikandi. Kesitler spesifik olmayan reaksiyonu engellemek icin
10 dk. bloklama serumla (ScyTek Laboratorlari, USA) bloklandi.
Sonrasinda kesitler bir gece 4°C’da primer antikorlar eklenerek
inkiibe edildi. Primer antikor olarak poliklonal tavsan aquaporin
1 (1: 100, SantaCruz) kullanildi. inkiibasyon sonrasi, PBS ile oda
sicakhiginda yikamadan sonra sirayla biotinlenmis sekonder an-
tikorlar (ScyTek Laboratories, USA) ve peroksidaz-isaretli strep-
tavidin (ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile toplam 50 dakika
inkibe edildi. Peroksidaz aktivitesi, 3-amino-9-ethylcarbazol
(AEC) (ScyTek Laboratories, USA) kromojeni ile inkiibasyon
sonucu gorindr hale getirilip, Mayer’'in hematoksileni (ScyTek
Laboratories, Utah, USA) ile zit boyama yapildi. Sonrasinda,
slaytlar su bazli kapatma solusyonu (Fisher Chemicals, Spring-
field, NJ, USA) ile kapatildi. Kontroller icin, kesitler primer anti-
korla benzer konsantrasyonda normal tavsan serumuyla inkiibe
edildi. Aquaporin 1 ile boyanan kesitler Leica mikroskop (Leica
DM2500, Nussloch, Almanya) altinda fotograflandirildi.
immunohistokimyasal analizin degerlendirilmesi
immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi daha énce
Cayli ve ark [6] (2011) tarafindan tarif edilen HSCORE analizi
ile yapildi. Aquaporin 1 imminreaksiyonunun siddeti ve boyanan
hiicre sayisi su sekilde degerlendirildi. Herbir kesit icin 1sik mik-
roskobu altinda 40X biyiitmede birbirinden habersiz iki arastir-
maci tarafindan rastgele bes alan secildi ve bu alanlar icinde
hiicrelerin boyanma yogunluguna gore [0 (boyanma yok), +1
(zayif, fakat tespit edilebilir boyanma), +2 ( orta siddetli boyan-
ma) ve +3 (yogun boyanma)] hiicre sayimi yapildi. Hesaplama
icin HSCORE formuld kullanmildi [EPi(i+ 1): i boyanma yogunlugu
skorunu, Pi boyanan hiicrelerin yiizdesini gosterir]. iki gézlemci-
nin hesapladigi skorlarin ortalamasi alindi ve HSCORE degerleri
grafikle gosterildi.

[statistiksel Analiz

Istatiksel degerlendirme, HSCORE analizi sonucu elde edilen ve-
riler normal dagilm gostermedigi icin, gruplar arasi tim karsi-
lastirmalar non-parametric ANOVA testi (Dunn metoduna gére)
kullanilarak yapildi. istatiksel degerlendirmeler SigmaStat versi-
yon 3.5 (Jandel Scientific Corp., San Rafael, CA) kullanilarak ve
anlamhilk p< 0.05 olarak degerlendirilmistir.

Sonug¢
Diyabetik ve diyabetik olmayan sicanlarin retinalarinda ve siliyer
cisimlerinde Aquaporin 1" in imminohistokimyasal lokalizasyonu
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Diabetik ve diabetik olmayan sican retina ve siliyer cisimlerin-
de Aquaporin 1'in karsilastirmali immunolokalizasyonlari Sekil
1'de gosterildi. Sican retinasinda Aquaporin 1 immuno positif
hiicreler, Gangliyon hiicre tabakasi (GHT), ic fleksiform tabakasi
(iFT), Ic niklear tabaka (INT) ve koni-basil tabakasinda (KBT)
gozlendi (Sekil TA-C ve F-H). Ayrica, siliyer cisimde epitelyum
hiicrelerinde Aquaporin 1 lokalizasyonu belirlendi (Sekil 1 D ve ).
Aquaporin 1 immunpositivitenin hiicre sitoplazmasinda oldugu

Kontrol

Diabetik

Sekil 1. Diyabetik olmayan (Kontrol, A-D) ve diyabetik (F-i) sican retina ve sili-
yer cisiminde Aquaporin 1 proteininin immunohistokimyasal lokalizasyonu. Aqua-
porin 1 immunopositif hicreler, retinanin pigment epitelyumu (PE), koni-basil
tabakasi (KBT), i¢ niiklear tabaka (INT) ve gangliyon hiicre tabakasinda (GHT)
goriilmektedir. Diyabetik sican retinasinda ve siliyer cisiminde Aquaporin 1 positif
hticrelerin daha yogun boyandigi izlenmektedir (F-1). Primer antikor yerine, rab-
bit 1gG kullanildigr zaman herhangi bir immun boyanmaya rastlaniimamustir (E,
J). Histolojik kesitlerde diabetik sicanlarda, retina tabakalarindan Dis fleksiform
tabakada (DFT, ok) kontrol retinaya gére bir incelme gozlendi (J).

Pigment epitelyumu (PE), Koni-Basil Tabakasi (KBT), Dis sinirlayici membran
(DSM), Dis niiklear tabaka (DNT), Dis fleksiform tabaka (DFT), ig niiklear tabaka
(INT), ig fleksiform tabaka (iFT), Gangliyon hiicre tabakasi (GHT), Sinir lifi tabakasi
(SLT), ig sinirlayici membran (ISM). Bar: 50 pm.

gozlendi. Diabetik ve diabetik olmayan sicanlarin retina ve iris-
lerinde Aquaporin 1’in lokalizasyonlari bakimindan bélgesel fark
gorilmese de, Aquaporin 1 immun positif hiicrelerin diabetik re-
tinada daha yogun boyandigi gozlendi. Ozellikle, IFT ve INT'daki
Aquaporin 1 positif hiicrelerin diabetik retina tabakasinda daha
yogun oldugu saptandi. Histolojik kesitlerde diabetik sicanlarda,
retina tabakalarindan Dis fleksiform tabakanin kalinligi (DFT, Fi-
gure 1), ok), diyabetik olmayan sicanlarin retinasina gére daha
inceydi. Bazi kesitlerde ise, diyabetik sicanlarda i¢ niiklear ve
dis niiklear tabaka arasinda bir sinir oldugunu ayirmak mimkiin
degildi. Negatif kontrol kesitlerde hicbir immtnreaksiyon goriil-

medi (Sekil 1E ve J).

HSCORE analizi, hem Aquaporin 1 positif hiicre sayisinin hem
de Aquaporin 1 boyanma yogunlugunun diyabetik ve diyabetik
olmayan retina ve iris tabakalarinda farkli oldugunu gosterdi
(p<0,05) (Sekil 2).

300
*
250 L
% 200 *
° ORetina
E b m Siliar cisim
Q
@ 100
I
50
0
Kontrol Diyabet
Aquaporin 1

Sekil 2. Diyabetik olmayan (Kontrol) ve diyabetik sican retina ve siliyer cisiminde Aquaporin 1 proteininin
ifadelerinin HSCORE analizi ile karsilastiriimasi. Diyabetik sican Aquaporin 1'in ifadesi anlamli bir dere-
cede kontrole gore artmistir (*: p<0,05).

Tartisma

Bu calisma, diyabetik sican retina ve siliyer cisimciginde, aqua-
porin 1 (AQT) proteininin ifadesinin anlamli oranda artigini gos-
termistir. Diyabetik retinopati, retinal mikrovaskiiler yapida dis-
fonksiyona neden olan, endotel hasari ve bunun sonucunda da,
kan retina bariyerinde bozulma ve 6demle sonuclanan sistemik
bir hastaliktir [7]. Xun ve ark [8]. farelerde olusturduklari prema-
tlre retinopati modelinde, AQ1 proteininin dis retinada, 6zellikle
rod ve koni tabakalarinda lokalize oldugunu bulmuslardir. Fuku-
da ve ark [9] AQP1 ve AQP4’lin diabetik Torii sicanlarin i¢ ve dig
retinalarinda farkh sekillerde lokalizasyonlarini géstermislerdir.
Bizim calismamiz da bu bulgular destekler sekilde AQP1’nin
diabetik sicanlardaki artmis ifadesini gostermistir, Fakat calis-
mamizda AQP1’in immunoreaktivitesinde fark gortilmesine rag-
men, diabetik ve diabetik olmayan si¢an retina ve siliyer cisim
morfolojilerinde anlamli bir fark bulunamamistir. Bunun nedeni-
nin deneyde kullanilan sicanlarin diabete maruz kalma siresiyle
ilgili oldugu dusundtlmektedir.

Ruiz-Ederra ve Verkman[5] olusturduklar retinopati modelinde
AQP7T’in siliyer epitelin non-pigmente tabakasinda giicli sekilde
ifade edildigini bulmuglardir. Bu sonuclar, AQP1’nin siliyer cisim
epiteldeki artis ifadesini gosteren sonuclarimizi destekler sekil-
dedir. AQP1 kapiller endotel boyunca osmotik olarak indiiklenen
sivi hareketi icin 6nemli bir suyolu olusturur [10]. O nedenle,
bu proteinin miktarinda meydana gelebilecek bir artis, maku-
lar 6dem olusumunda 6nemli olabilir. Nitekim AQP1 den yoksun
sicanlarda intraokuler basincta azalma oldugu tesbit edilmistir
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[4,11].

Retinopatide retinal 6dem gelisimi, retinal néronlari, sinir fibril-
lerini, kapillerlerini kompresyona ugratarak, dokulara oksijen ve
glukoz difizyonunu bozar. Deneysel olarak diyabet olusturulan
ratlarda retinal ylzeyel vaskiler yapi etrafinda AQP tiplerinde
degisiklik saptanmistir [12]. Yiizeyel damarlar normal grupta,
AQP4 ile cevrelenirken, diyabetik grupta AQP1 ile cevrelenmis-
tir. Normalde ic¢ retinal dokudan sivi absorbsiyonu, AQP4 tara-
findan yonlendirilen glial hiicreler tarafindan yarataltr [13]. Bu
calismada arastirmacilar retinadaki su transportunun ozellikle
ylizeyel damarlarda degistigini gostermislerdir. Benzer calisma-
larda APQ1 diizeyindeki azalmayi akut beyin hasarindan sonra
tariflemisler ve bunun 6dem olusumu ve dinamigi ile ilgili ola-
bilecegini ileri stirmuslerdir[14]. Bizim calismamizda, diyabetik
retinada 6dem gorilmemesine ragmen AQP1 ifadesinde degi-
siklik fark edilmistir.

Diyabetik rat retina ve siliyer epitel dokusunda AQP1 ekpresyo-
nunun artmis olmasi, retinopati etiyopatogenezinde bu yapisal
su kanalarinin 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.
Ayni zamanda, retinopatili hastalarda gérme azliginin en biyiik
nedeni olan 6dem olusumunda bu proteinlerin rolini akla getir-
mekte ve retinal 6demin tedavi yaklasiminda gelecekteki calis-
malara 1sik tutacaktir.
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