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Oz

Asitler genel olarak alkali maddelere gore daha az zararlidir. Temas ettikleri dokularda proteinleri denatiire ederek ve ¢okerterek hasara
neden olurlar. Pithtilasmis proteinler de, asidin daha fazla niifuz etmesini 6nlemek igin bariyer gérevi gériir. Istisnai bir durum olarak,
hidroflorik asitdeki (HFA) floroid iyonlar korneanin derin katmanlarina niifus eder ve belirgin 6n segment yikimina neden olur. HFA,
zaman zaman korneal kok hiicre eksikliklerine yol agarak okiiler yiizeyde ciddi kronik yangilara neden olabilir. Bu ¢alismanin amaci,
tavsanlarda HFA ile yakilan korneada CD8 ve CD68 pozitif hiicrelerin lokalizasyonunu ve dagilimini incelemektir. Bu amagla 72 erkek
Yeni Zelanda tavsani kullanildi. Genel anestezi altinda, HFA ile korneal yanik olusturulduktan sonra dimetil siilfoksit (DMSO),
indometazin ve DMSO + indometazin ilaglar1 ile tedavi uygulandi. Hayvanlar, uygulamalarin 2., 7. ve 14. giinlerinde 6tenazi edildi ve
her bir kornea % 10 nétral formol soliisyonunda tespit edildi. CD8 ve CD68 ekspresyonu agisindan kontrol, DMSO ve DMSO +
indometazin gruplar1 arasinda fark yoktu. Ancak, uygulama giinleri arasinda farkliliklar vardi. Deneylerin 2. ve 7. giinlerinde, korneal
stromadaki CD8 ve CD68pozitif hiicrelerin sayis1 artmisti. Yangi 14. giinde azaldig1 igin indometazin grubu hari¢ tiim gruplarda CD8 ve
CD68pozitif hiicrelerin sayist azalmisti. Sonug olarak, bizim bulgularimiz gruplar arasinda farkliligin olmadigini, CDS8 ile CD68 pozitif
hiicrelerin yangimin dénemlerine gore arttigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Asit yanik, CD8, kornea, makrofaj, tavsan

Distribution of CD8 and CD68 Positive Cells in Acid Corneal Burns in Rabbits
Abstract

Acids are generally less harmful than alkali substances. They cause damage by denaturing and precipitating proteins in the tissues they
contact. The coagulated proteins act as a barrier to prevent further penetration. The one exception to this is hydrofluoric acid (HFA),
where the fluoride ion rapidly penetrates the thickness of the cornea and causes significant anterior segment destruction. HFA are
associated with chronic, severe inflammation of the ocular surface that occasionally lead to corneal stem cell deficiencies. The purpose of
this study is to examine the localization and distribution of CD8 and CD68 positive cells in cornea burned with HFA in the rabbit. For
this purpose, 72 mature male New Zealand rabbits were used. Under general anesthesia, after a corneal burn was formed by hydrofluoric
acid, drug treatments of DMSO, indomethacin and DMSO+indomethacin were performed. The animals were euthanized on the 2nd, 7th
and 14th days of the experiment and each cornea was fixed in 10% neutral formol solution. There was no difference among the control,
DMSO and DMSO-+indomethacin groups in terms of CD8 and CD68 expression. But, there were differences between the days of
application. On the 2nd and 7th days of experiments, the number of CD8 and CD68positive cells in the corneal stroma were increased.
Because inflammation decreased in 14 days, the numbers of CD8 and CD68 positive cells were decreased in other groups except
indomethacin. In conclusion, these findings indicate that there is no difference between the groups and CD8 and CD68 positive cells were
increased during the inflammation period.

Key words: Acid burn, CD8, cornea, macrophage, rabbit

GIRIS

Kimyasal ve termal yaniklar, korneada hizli ve
ilerleyici tahribata yol agarak ciddi komplikasyonlara
sebep olur (1). Bunlardan, kimyasal yaniklar tim goz
travmalarinin %12’sini olusturur. Olusan komplikas-
yonlarin ciddiyeti maruz kalinan ajanin konsantras-

yonu, pH’s1 temas siiresi, okiiler yiizeye ve dokulara

invazyon giicii ile iligkilidir (1-3). Dokulara temas
eden kimyasal maddeler baslangicta ciddi bir hasara
neden olmaz. Ancak bu maddeler, tedavi edilmedik-
leri durumlarda dokularin derin katmanlarina niifuz
etme Ozelligine sahip olduklar1 icin goz de dahil

olmak iizere temas ettikleri organlarda ciddi hasarlar
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olugtururlar. Gézdeki kimyasal yaniklarda, korneanin
epitel ve stromal hiicre proteinlerinde denatiirasyon
ile kollagen ipliklerde kalinlasma ve boylarinda
kisalma meydana gelir (4,5). Ayrica, korneada
iyilesmeyen epitel defektleri, stromal yangi, neovas-
kiilarizasyon, konjonktivalizasyon ve korneal opasi-
fikasyonlar da dikkati ¢eker (1,2).

Yang siiresince, yangi hiicreleri korneal stroma
icerisine infiltre olur ve kornea sarimtirak yesil bir
renkte goriiliir. Yangi hiicreleri korneaya; prekorneal
gbzyas1 tabakasi, limbus, yeni sekillenen korneal
damarlar ve humor akuoz araciligiyla uveal alandan
gelerek hizli bir gekilde birikir. Yangi hiicreleri;
lenfokinler, dejeneratif enzimler ve serbest oksijen
radikalleri gibi kemotaktik maddeler salgilayarak
defekt sahasinda kendileri gibi yangi hiicrelerinin
sayisint daha da arttiran bir etki gosterirler (4). Yangi
bolgesine lenfositler, notrofiller, plasma hiicreleri,
makrofajlar, mast hiicreleri gibi bir¢cok hiicre go¢
eder (4, 6, 7). Fare ve tavsanlarda monosit ve makro-
fajlar, CD68 de dahil olmak fizere bir dizi kemokin
reseptorii ekspresse eder (8). Bu reseptor, yaygin
olarak bir makrofaj markir1 olarak kullanilir, ancak
monosit/makrofaj ailesindeki hiicreler igin spesifik
bir belirte¢ degildir. Cilinkii mast hiicreleri, melano-
sitler ile lizozomal veya fagozomal 6zellikler iceren
diger immiino-reaktif hiicrelerde de ekspresse olabilir
(8,9). CD8 ise fonksiyonel olarak farkli T hiicre
popiilasyonlarmin hiicre ylizey membranlarinda
ekspresse olan bir glikoproteindir ve sitotoksik T-
lenfosit hiicre ylizey reseptoriidiir. Ancak, bu resep-
tor T hiicreleri ile birlikte monosit, makrofaj, langer-
hans hiicresi, dogal oldiiriicii hiicreler, dentritik
hiicreler gibi sitotoksik aktiviteye sahip hiicrelerin
ylizeylerinden de ekspresse olur (10).

Gozdeki kimyasal yanik calismalari yogun ve
giiclii hasar olusturmasindan dolay1 asit yaniklardan
ziyade alkali yaniklar tizerine yogunlagmistir (11-
13). Ancak HFA’nin sanayide ¢ok yaygin kullanil-

masi1 (yar1 iletken, cam, deri, petrokimya gibi) ve
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diger asitlerin aksine lipofilik o6zelligi nedeniyle
biyolojik membranlardan kolaylikla ge¢mesinden
dolay1 insanlarda ve bir¢ok tiirde 6nem arz etmekte-
dir (14). Sekillenen HFA yaniklarinin tedavisinde
temel amag, temas eden kimyasalin ve meydana
gelen yangi iiriinlerinin uzaklastirilmasini saglayarak
hasarli dokularin tamiri ve en sonunda re-
epitelizasyonunu saglamaktir (15). Bu amagla da,
olabildigince erken déonemde toksik olmayan bir sivi
ile temas bolgesi yikanir ve iyilesmeyi saglamak icin
de anti-inflamatuvar, antibiyotikler, oftalmik steroid-
ler ve nonsteroid ilaglardan faydalanilir (16). Deney-
sel korneal kimyasal yaniklarda, nonsteroid olan
indometazin steroidlere alternatif olarak tek basina
ya da antioksidan maddelerle kombine (17), dimetil
stilfoksit (DMSO) ise antioksidan, anti-inflamatuvar,
analjezik ve antimikrobiyal ajan olarak kullanilmistir
(12).

Daha Onceki ¢aligmalarda, korneadaki kimyasal
yaniklar (alkali) sonrasinda meydana gelen akut
yang1 ve yangi hiicrelerinden CD8 ve CD68 ekspres-
yonlar1 gosterilmistir (6,18). Sunulan ¢alismada biz,
deneysel olarak tavsan korneasinda HFA yanmig:
meydana getirerek akut yangi modeli olusturduk.
Daha sonrasinda tavsanlara topikal olarak DMSO ve
indometazin uygulayarak korneal yangiy1 tedavi
etmeyi amacladik. Tedavi siiresince de CD8 ve
CD68 reseptorlerinin uygulama giinleri siiresince
korneadaki yang: hiicrelerinde ekspresyon yogunluk-

larini ortaya koymay1 amagladik.
MATERYAL ve METOT

Sunulan c¢alismada, yazarlardan Dr. Semih AL-
TAN’m doktora tez ¢aligmasinda kullandig: tavsanla-
ra ait kornea bloklar1 kullanildi (4). 72 adet eriskin,
2-2.5 kg agirliginda Yeni Zelanda ki erkek tavsan-
lar kullanildi. Hayvanlar, deney siiresince 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik periyodunda pelet yem
ve su ile ad libitum olarak beslendi. Bu c¢aligma,
Selguk Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (Onay no: 10/15).
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Korneal yanik icin deneysel prosediir, genel
anestezi altinda Beiran ve ark. (1997) tarafindan
belirtildigi gibi yapildi (19). Tavsanlar her bir grupta
18 hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi.
Her bir grupta kendi iginde, uygulamanin 2., 7. ve
14. giinii olacak sekilde ii¢ alt gruba ayrildi. Hayvan-
lardaki agriyr azalmak i¢in % 0.5’lik proparacaine
hidroklorid (Alcon, Forth Worth, Texas, USA) sag
gbziinlin korneal yiizeyi {izerine topikal olarak
uygulandr. %2’lik HFA 0.05 ml’si direkt sag go6ziin
korneast tizere 60 sn uygulanarak asit yanik olustu-
ruldu. Asit yanik sonrasinda, gozler 500 ml %0.9
izotonik sodyum kloriir soliisyonu ile yikandi. Yak-
ma igleminden sonra gruplara; Birinci grupta (n:18),
DMSO her seferinde 4 damla olacak sekilde giinde 4
kez uygulandi ve uygulama dozu 175 mg/kg/giin
olarak belirlendi (20). ikinci grupta (n:18) indometa-
zin her seferinde 4 damla olacak sekilde 6 saat
araliklarla giinde 4 kez uygulandi. Ugiincii grupta
(n:18), DMSO ve indometazin giinde 6 saat araliklar
ile DMSO ve indometazin gruplarindaki gibi 4 kez
esit doz ve miktarda uygulandi. Doérdiincii gruba ise
kontrol grubu olarak herhangi bir uygulama yapil-
madi. Kontrol grubundaki alti hayvanin sol gozleri
herhangi bir islem yapilmayan saglikli kontrol olarak
kullanildz.

Uygulamalarm 2., 7. ve 14. giinlerinde kas igi
yliksek dozda sodyum pentotal ile tavsanlar 6tenazi
edildi. Uygulama yapilan gozler total olarak ¢ikaril-
diktan sonra kornea dokusu sirkiiler olarak gozlerden
ayrildi. Elde edilen kornealar hizli bir sekilde ortadan
ikiye boliinerek %10 nétral formol soliisyonunda 24
saat tespit edildi. Rutin histolojik prosediirleri taki-
ben dokular parafine bloklandi. Hazirlanan parafin
bloklardan 5 pm kalinhiginda seri kesitler alindi.
Immunohistokimyasal (IHC) analizler igin, gruptaki
her 6rnekten iki preparat hazirlandi. Her bir preparat
minumum 10 mikrometre araliklarla dort kesit

icermekteydi.
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IHC analizleri, streptavidin-biyotin-peroksidaz
kompleks yontemi ve Zymed Histostain Plus Bulk
Kit kullanilarak yapildi (code: 85-9043, Histostain
Plus Bulk Kit, Zymed, South San Francisco, CA,
USA). Kisaca seri kesitler, deparafinizasyon ve
rehidrasyon islemlerinden sonra distile suda calka-
landi. Her bir uygulamadan sonrasindaki yikama
islemleri 0.01 M fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde
[Phosphate buffer saline (PBS)] 3 kez 5’er dakika
olarak yapildi. Endojen peroksidaz aktivitesini
gidermek igin kesitler distile suda hazirlanmis
%3’lik H202 ile 20 dakika muamele edildi. Antijen
retrival islemi uygulanmaksizin, immiinoglobulinle-
rin 6zgill olmayan baglanmalarini engellemek igin
bloking serumda 15 dakika muamele edilen kesitler,
1/200 oraninda sulandirilmig fare monoklonal CDS§
ve CD68 primer antikorlari ile +4°C’de 1 gece
siiresince inktibe edildi. Daha sonra, kesitler biotin-
lenmis sekonder antikor (Histostain Plus Bulk Kit,
Zymed) ve enzim Konjugath strepavidinde (Histos-
tain Plus Bulk Kit, Zymed) 20 dakika muamele
edildi. Peroksidaz aktivitesini gostermek i¢in, kesitler
diaminobenzidine (DAB) kromojen soliisyonunda 5-
15 dakika bekletildi. Gill’in hematoksileninde 2
dakika siireyle zit boyama yapilan kesitler gesme
suyunda mavilesinceye kadar yikandi. Daha sonra,
alkoller ve ksilolden gegcirilen kesitler entellan ile
kapatildi.

Immunohistokimyasal prosediirlerin spesifitesi
negatif ve pozitif kontroller kullanilarak degerlendi-
rildi. Pozitif kontrol olarak insan plasenta, kolon ve
meme kanseri kesitleri kullanilirken, negatif kontrol-
ler i¢in primer antikor yerine PBS kullanildi. Biitiin
preparatlar degerlendirildi ve dijital kamera atagman-
It (Nikon Coolpix 4500), Nikon Eclipse E400 (Ni-
kon, Tokyo, Japan) mikroskobu ile fotograflandi.
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BULGULAR

Asit yanik sekillendirildikten sonra olusturulan
gruplarin tamaminda korneal stromada lokalize olan
yangi hiicrelerinde uygulama giinlerindeki yanginimn
siddetine gore farkli yogunluklarda CD8 ve CD68
ekpresyonu gosteren hiicrelerin oldugu belirlendi.

CD8 ve CD68 ekspresyonun kontrol, DMSOQO,
indometazin ve DMSO+indometazin gruplarinda
uygulamanin 2. ve 7. gilinlerinde yangmin yogunlu-
guna paralel olarak gii¢lii oldugu ve stromada lokali-
ze olan bir¢ok yangi hiicresinde de bu faktorlerin
pozitif oldugu belirlendi. Uygulamanin 14. giiniinde
kontrol, DMSO ve DMSO+indometazin gruplarinda
korneal stromada yanginin siddetinin azaldigi, buna
bagli olarak da yangi hiicrelerinin sayisinin ve CDS8
ile CD68 pozitif hiicrelerin sayisinin da azaldigi
saptandi. Buna karsin, indometazin grubunda 14.
glinde de yangimin siddetli oldugu, korneal stromada
¢ok sayida yangi hiicresinin bulundugu ve CDS ile
CD68 pozitif hiicrelerin sayisiin da yiiksek oldugu
ortaya konuldu (Sekil 1 ve 2).

TARTISMA ve SONUC

Sunulan ¢alismada, biz tavsanlarin korneasinda asit
yanik meydana getirerek akut korneal yara modeli
olugturduk. Burada, korneal yangiy1 ve yangi sirasin-
da buradaki yang1 hiicrelerinde CD8 ve CD68 eksp-
resyonlari {izerine DMSO ile indometazinin etkilerini
degerlendirdik. Bizim sonuglarimiz, DMSO ve
DMSO+indometazinin topikal uygulamasinin yangi-
nin siddetini azalttigini ve buna paralel olarak da
CD8 ve CD68 ekspresyonu gosteren hiicrelerinde
sayilarinin da azaldigim gosterdik. Buna karsin, tek
basina topikal indometazin uygulamasinin yanginin
siddetini azaltmadigi ve CD8 ile CD68 reseptorleri-
nin hiicrelerdeki ekspresyonlarmin miktarlarii da
etkilemedigini belirledik.

Alkali korneal yanik olugturulan farelerde CD68
pozitif hiicrelerin ¢ok sayida, buna karsin CDS8

pozitif hiicrelerin ise az sayida oldugu bildirilmistir
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(18). Korneal rejeksiyon sekillenmis olan insanlarda
giiclii bir yangi sekillenen korneal stromada CDS ve
CD68 porzitif hiicrelerin sayilarmim arttig1 ifade
edilmigtir (18, 21). Lizozom ve fagozomlarda bir
hiicre igi glikoprotein olan CD68 (8), makrofajlar,
mikroglia hiicreleri, osteoklastlar ve miyeloid dendri-
tik hiicreler gibi mononiikleer fagositer Sisteminde
yer alan fagositoz yapma yetenegine sahip hiicrelerde
yliksek oranda eksprese edilmektedir (8, 9). CD8 ise
farkli T hiicre popiilasyonlarinin hiicre yiizey memb-
ranlarinda ekspresse olan bir glikoproteindir ve
sitotoksik  T-lenfosit hiicre yiizey reseptoriidiir.
Ancak, bu reseptor T hiicreleri ile birlikte monosit,
makrofaj, langerhans hiicresi, dogal 6ldiiriicii hiicre-
ler, dendritik hiicreler gibi sitotoksik aktiviteye sahip
hiicrelerin yiizeylerinde de ekspresse edilmektedir
(10). Bizim sonuclarimizda, HFA ile yanik olusturu-
lan tavsan kornealarinda kontrol, topikal DMSO ile
DMSO+indometazin uygulamalarinin 2. ve 7. giin-
lerde CD8 ve CD68 pozitif hiicrelerin sayisinin fazla
oldugu, 14 giinden itibaren yangi siddetinin azalma-
sia bagli olarak da pozitif hiicre sayilarinin azaldig
belirlenmistir. Buna karsin, indometazin grubunda
tiim uygulamalar siiresince yangt siddetinin degis-
medigi ve CD8 ile CD68 pozitif hiicrelerin sayilari-
nin fazla oldugu saptanmistir. Bu bulgular, korneal
stromada yanik bdlgesinde lokalize olan yangi
hiicrelerinin ¢ogunlugunun yukarida bahsedildigi
gibi makrofajlar ve sitotoksik T lenfositler oldugunu
gostermistir.

Sonug olarak, tavsanlarda korneal asit yanikla-
rinda topikal DMSO ve DMSO+indometazin kulla-
niminin tim uygulamalar siiresince yanginin siddeti-
ni azalttigt ve buna bagl olarak korneal stromada
CD8 ve CD68 pozitif hiicrelerin sayilarinin azaldigi
belirlenmistir. Buna karsin, tek basina topikal indo-
metazin uygulamasinin yanginin siddetini azaltmadi-
g1, CD8 ve CD68 pozitif hiicrelerin sayilarinin da
tiim uygulamalar siiresince korneal stromada yiiksek

oldugu saptanmustir.
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DMSO Grubu Indometazin Grubu Kontrol Grubu

DMSO+Indometazin
Grubu

Sekil 1. HFA yanigindan sonra tavsan korneasinda CD8 pozitif hiicrelerin immunohistokimyasal lokalizasyonu. Kontrol
grubunda a) 2. giin, b) 7. giin ve c) 14. giinlerde yang hiicrelerindeki lokalizasyonu; 0.1% indometazin ile tedavi edilen
grupta a) 2. giin, b) 7. giin ve c) 14. giinlerde yang: hiicrelerindeki lokalizasyonu; 40% akéz DMSO ile tedavi edilen grupta a)
2. giin, b) 7. giin ve ¢) 14. giinlerde yang: hiicrelerindeki lokalizasyonu; indometazin + DMSO ile tedavi edilen grupta a) 2.
giin, b) 7. giin ve c) 14. giinlerde yangi hiicrelerindeki lokalizasyonu. Ok basi, pozitif yangi hiicreleri (bar = 25 um).

26



Sagsoz ve ark, Dicle Univ Vet Fak Derg 2018; 11(1):22-28 Tavsanlarda Asidik Korneal Yaniklarda CD8 ve CD68 Pozitif Hiicrelerin...

Indometazin Grubu Kontrol Grubu

DMSO Grubu

DMSO + Indometazin

Sekil 2. HFA yamigindan sonra tavsan korneasinda CD68 pozitif hiicrelerin immunohistokimyasal lokalizasyonu. Kontrol
grubunda a) 2. giin, b) 7. giin ve ¢) 14. giinlerde yang: hiicrelerindeki lokalizasyonu; 0.1% indometazin ile tedavi edilen
grupta a) 2. giin, b) 7. giin ve c) 14. giinlerde yangi hiicrelerindeki lokalizasyonu; 40% akdz DMSO ile tedavi edilen grupta a)
2. giin, b) 7. giin ve ¢) 14. giinlerde yangi hiicrelerindeki lokalizasyonu; indometazin + DMSO ile tedavi edilen grupta a) 2.
giin, b) 7. giin ve c) 14. giinlerde yang: hiicrelerindeki lokalizasyonu. Ok basi, pozitif yangi hiicreleri (bar = 25 pm).
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