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OZET

Amag: Bu calisma guinea pig modelinde retinal iskemi-reperfiizyon (I-R) hasarinda retina {izerine Rekombinant IL-11 (rhiL-11)’in koruyucu etkisi-
nin aragtirilmast amaciyla yapilmistir.

Gereg ve Yontem: Caligmada 15 adet kobay randomize olarak her biri bes guinea pig igeren ii¢ gruba ayrildi: plasebo, sham ve tedavi (thiL-11)
grubu. Plasebo grubundaki kobaylara sadece giinliik 0,1 cc salin soliisyonu intraperitoneal verildi. Her bir géze 90 dakika basingla indiiklenen iskemi
peryodundan 1 saat 6nce ve 2 giinlilk reperfiizyon siireci boyunca sham grubundaki kobaylara giinliik 0,1 cc salin soliisyonu ve tedavi grubundaki
kobaylara ise giinliik Sug/kg rhiL-11 intraperitoneal olarak verildi. Ikinci giiniin sonunda kobaylar sakrifiye edilerek tiim gruplardaki hayvanlarin her
iki gozleri eniiklee edilip retinalar1 histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: Histopatolojik olarak incelenen retina kesitlerinde i¢ pleksiform tabakanin kalnhgi, rhil-11 grubunda hem plasebo hem de sham grubuna
gore anlaml olarak farkli bulunmamustir (sirastyla p=1.000, p= 0.095). Ancak sham grubunda plasebo grubuna gore anlaml olarak daha kalin 6l¢iil-
miistiir (p=0.032). Retinanin i¢ tabakalarindaki (internal limitan membran ve i¢ pleksiform tabaka) polimorfoniikleerlokosit (PMNL) infiltrasyonu,
sham grubunda plasebo grubuna (p=0.012) ve rthiL-11 grubuna gére anlamh artmis bulunurken (p=0.032), thiL-11 grubunda plasebo grubuna gére
anlamli fark bulunamadi (p=0.189).

Sonug: Calismamizda retinal I-R hasarinda retinal dokuyu koruyucu etki gésteren rhiL-11, retinal I-R hasarmnin engellenmesinde potansiyel alternatif
bir ajan olabilir.

Anahtar Sozciikler: Reperfiizyon hasar, iskemi, rekombinant IL-11

ABSTRACT
The Effect of Recombinant I1-11 on Retina in Experimental Ischemia/Reperfusion Model

Objective: This experimental study was performed to investigate the protective effect of Recombinant IL-11 (rhIL-11) on retina tissue in the
ischemia/reperfusion (I/R) injury in a guinea pig model.

Materials and Methods: In this study, fifteen guinea pigs were randomly divided to three groups that each one has five guinea pigs: placebo, sham
and the treatment (rhIL-11) groups. The guinea pigs in the placebo group were only given 0,1 cc saline solution intraperitoneally. Pressure induced 90
minutes of retinal ischemia and 48 hours of reperfusion were established in the sham and treatment groups. Saline for the sham group and Spg/kg of
rhlIL-11 for the treatment group were administered intraperitoneally daily. At the end of the reperfusion period eyes of the animals of all groups were
sacrificed and were enucleated. Retinal tissues were evaluated histopathologically.

Results: The thickness of inner plexiform layer of retina in the treatment group was not shown significantly difference than placebo and sham
(p=1.000, p= 0.095 respectively). However, in the sham group it was measured as significantly thicker than that of placebo group (p=0.032). The
infiltration of the polymorphonuclear cells in the internal limiting membrane and inner plexiform layer of the sham group was significantly higher
than those of the placebo (p=0.012) and treatment group (p=0.032). However, it was observed that there is no significant difference between treatment
and placebo groups (p=0.189).

Conclusion: thIL-11 that shows a protective effect in retinal /R injury kept retinal tissue in our study, this may make it a potential alternative agent
for the prevention of retinal I/R injury.
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Dokularda iskemi kritik bir zaman dilimini asarsa; ardisik peryoduna son derece duyarlidir. Her iki duruma bagli olarak
birtakim kimyasal olaylar olusmakta ve bu olaylar hiicre hiicre hasar1 ve 6liimii kaginilmazdir. Genel olarak reperflizyon
disfonksiyonu, interstisyel 6dem, hiicresel hasar ve en sonunda inflamatuar mediatorlerin sentezini, oksijen kaynakli serbest radi-
hiicre 6liimiine yol agmaktadir (1). Iskemi hasarinin giderilmesi kalleri, lipid mediatorlerini ve kan kaynaklt hiicrelerin aktivasyonunu
i¢in, bu kritik zaman diliminde dokunun tekrar oksijenize indiiklemektedir (3).

olmast sarttir (2). Retina, iskemi ve sonrasindaki reperfiizyon Rekombinant iL-11"in biyolojik aktivitesi proinflamatuar
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sitokinlerden Tumor Necrosis Factor-o, (TNF-a), Interlokin-1p
(IL-1B) ve nitrik oksit (NO) sentezini inhibe etmesi, hiicre
proliferasyonu ve diferansiyasyonunu stimiile etmesi ve bag
dokuyu koruyucu etkisi sonucu goriilmektedir (4).

Daha 6nceki ¢aligmalarda iskemi-reperfiizyon hasarmin
onlenmesi amactyla bir ¢ok ajan kullanilmistir. Calismamizda,
deneysel olarak olusturdugumuz retinal iskemi-reperfiizyon
hasarinda, E. Coli’den rekombinant DNA teknolojisiyle iireti-
len rhIL-11’in retina dokusu iizerindeki koruyucu etkisini
arastirdik.

GEREC VE YONTEM

Ortalama agirligt 500 gram olan 15 adet albino kobay calig-
maya alindi. Caligma siiresince denekler, ¢alismanin yapildigt
kuruma ait Deneysel Arastirma Merkezi'nde uygun besleme
sartlarinda ve &zel kafeslerde tutuldu ve Etik Kurul izni ile
hayvanlarin bir gozii kullanilarak caligma gergeklestirildi.
Kobaylar, her bir grupta 5 denek olacak sekilde randomize ii¢
gruba ayrildi. Her gruba standart hazirlik, anestezi ve cerrahi
teknik uygulandi.

1. Grup (Plasebo grubu): Bu gruptaki kobaylara ¢aligma sire-
since sadece giinliik 0,1 cc salin soliisyonu intraperitoneal
verildi, iki giin sonra hayvanlar dekapite edildi ve her iki
g6z eniiklee edildi (n=5).

2. Grup (Sham grubu): Kobaylara her iki gézde 90 dakika
basingla indiiklenen iskemi peryodundan 1 saat 6nce ve 2
giinliik reperflizyon siireci boyunca 0,1 cc salin soliisyonu
intraperitoneal olarak verildi, iki giin sonra hayvanlar
dekapite edildi ve her iki g6z eniiklee edildi (n=5).

3. Grup (thiL-11 Grubu): Kobaylara her iki gézde 90 dakika
basingla indiiklenen iskemi peryodundan 1 saat 6nce ve 2
glinliik reperfiizyon siireci boyunca 5ug/kg Rekombinant
IL-11 intraperitoneal olarak verildi, iki giin sonra hayvan-
lar dekapite edildi ve her iki goz eniiklee edildi (n=5).

Anestezi Teknigi

Anestezi ve analjezi uygulamasinda intramiiskiiler 50 mg/kg
ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ve 5
mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer, Tiirkiye) kom-
binasyonu kullanildi. Islem 6ncesi deneklerin kornealarina
% 0,5’lik proparakain hidroklorid damlatildi, deneklere solu-
num ve kan basinci destegi saglanmadi.

Iskemi-Reperfiizyon indiiksiyonu ve Cerrahi Teknik

Biitiin deneklerin iki gozii ¢alisma kapsamina alinmig olup,
her bir gruptaki deneklerin bir gozii biyokimyasal inceleme
icin, diger gozli ise histopatolojik inceleme igin kullanildi.
Deneklerde retinal iskemi olusturmak amaciyla, 1 litrelik
salin soliisyonu sigesine ucunda insulin ignesi olan serum seti
takilip bu insulin ignesi ile temporal limbustan 6n kamaraya
girildi. Goz i¢i basier 150 mmHg olacak sekilde serum sisesi
aniden 204 cm yiikseklige ¢ikartilarak tespit edildi ve bu
yiikseklikte 90 dakika siireyle tutuldu. Doksan dakikalik
basingla indiiklenmis iskemi peryodu sonrasi serum sisesi goz
seviyesine indirilerek, g6z i¢i basinci normal seviyeye diisii-
rildii ve takiben igne 6n kamaradan ¢ekildi. Doksan dakika-
lik iskemi peryodundan sonra denekler 2 giin reperfiizyon
peryodunda birakildi. Tkinci giiniin sonunda tim deneklere
intrakardiyak 50 mg/kg thiopental sodyum (Pentothal
Sodium, Abbot, Tiirkiye) verilerek kobaylar sakrifiye edildi
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ve gozler eniiklee edildi. Her grupta deneklerden eniiklee
edilen gozler histopatolojik isleme tabi tutulmustur.
Histopatolojik inceleme i¢in alinan gozler, % 10uk
formaldehid icine hizla konularak patoloji laboratuvarina
iletildi ve patoloji laboratuvarina gonderilen gozlerin hangi
gruba ait oldugu belirtilmedi.

Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik incelemeye almman gozler % 10'luk formalin
soliisyonunda tespit edildi. Tespit sonrasi optik sinir ve kor-
nea tepesinden sagital olarak bir bistiiri yardimiyla tiim go6z
kiiresini igerecek sekilde ikiye bdoliinerek rutin doku takip
islemine tabi tutuldu. Daha sonra dokular parafin bloklara
gomiiliip 5 mikronluk kesitler alindi. Kesitler Hemotoksilen-
Eosin boyast ile boyandi. Preparatlar Olympus Bx50 marka
151tk mikroskobu ile randomize olarak incelendi.
Histopatolojik incelemede tiim preparatlarda optik diskin
nazal tarafinda diskten 2 mm mesafedeki i¢ pleksiform taba-
ka kalinligi okiiler mikrometre yardimiyla Slgiildii. Retinal
tabaka boyunca internal limitan membran ve i¢ pleksiform
tabakalarda 10 biiyiik biiyiitme alaninda PNL infiltrasyonu
degerlendirilerek sayildi, ortalama standart sapmalari hesap-
land1 ve 400X biiyiitmede fotograflar ¢ekildi.

istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizi, SPSS for Windows (ver.
13.0) paket program ile yapildi. Her grubun kendi igindeki
karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Istatis-
tiksel degerlendirmede p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.

BULGULAR

Histopatolojik olarak inceledigimiz retina kesitlerinde i¢
pleksiform tabakanmn kalmligi, rhilL-11 grubunda hem
plasebo hem de sham grubuna gore anlamli olarak farkli
bulunmamustir (sirasiyla p=1.000, p=0.095). Ancak sham
grubunda plasebo grubuna gore anlamli olarak daha kalin
Olgtilmiistiir (p=0.032) (Tablo 1) (Sekil 1).

Retinanin i¢ tabakalarindaki (internal limitan membran
ve i¢ pleksiform tabaka) PNL infiltrasyonu, sham grubunda
plasebo grubuna (p=0.012) ve rhiL-11 grubuna gore anlamli
artmis bulunurken (p=0.032), rhiL-11 grubunda plasebo
grubuna goére anlamli fark bulunamadi (p=0.189) (Tablo 2)
(Sekil 2).

Histopatolojik incelemeye alinan gozlerin 400X biiytit-
mede ¢ekilmis fotograflart Sekil 3-5'de izlenmektedir.

Tablo 1: Biitiin gruplardaki i¢ pleksiform tabaka kalmliklar:
(mikrometre).

Gruplar Ortalama+ SD  Minimum  Maksimum

Plasebo 19.243.76 15 25
Sham 34.36+11.36 22.5 47

rhil-11 34.50+12.34 16.5 47.6
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Resim 1. I¢ pleksiform tabaka kalinliginin gruplar arasinda karsilas-
tirllmasi. Retinal kalinlik vhiL—11 grubunda sham grubu ve plasebo
grubuna gore anlamli farkly bulunmamustir (p=1,00, p=0,095).

Tablo 2: Biitiin gruplardaki polimorfoniikleer lokosit (PNL)
infiltrasyonunun (adet olarak) degerleri.

Gruplar Ortalama+SD  Minimum  Maksimum
Plasebo 0.2+0.44 0 1
Sham 2.40+2.07 1 6
rhiL-11 1.00+£1.22 0 3
G6,00= m
—
B
2
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Resim 2. PNL Infiltrasyonunun gruplar arasinda karsilastirilmast.
PNL infiltrasyonu rhIL—11 grubunda sham grubuna gére anlamli
olarak diisiik (p=0,032), plasebo grubu ile anlamh fark bulunmadi
(p=0,189).

Alnak ve Ark.
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Resim 3. Plasebo grubu kobay retinasi sagital kesiti. Salim retina
goriintimii (400X).

Resim 4. Sham grubu kobay retinasinda i¢ pleksiform tabakada (ok)
PNL infiltrasyonu (400X).

Resim 5. rhil—11 grubu kobay retinas: sagital kesiti. PNL izlenme-
mektedir (400X).

TARTISMA

Retinanin iskemik hasarinda serbest radikallerin rol oynadig1
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (3, 5, 6). Serbest radikal-
ler; membran lipidlerini peroksidasyona ugratarak, hiicrede
proteinlerin, karbonhidratlarin, niikleik asit ve DNA'nin
yapisini degistirerek, kalsiyum dengesini bozarak, aspartat ve
glutamat gibi uyarict aminoasitlerin salinimini uyararak doku
hasarma yol agmaktadir (5, 7). Yoneda ve arkadaslarinin
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yaptig1 bir calismada, IL-1B’nin sigan retinasinda olusturulan
iskemi-reperfiizyon hasarinda énemli rol oynadig1 ve IL-1B
reseptdr antagonistleri ile iskemik hasarin engellendigi sap-
tanmustir (8).

Iskemiye maruz, birakilan glial hiicrelerin TNF-a sen-
tezleyerek retinal gangliyon hiicrelerinin 6liimiinii hizlandir-
dig1 bilinmektedir. TNF-a da iskemik retina hasarinda 6nemli
rol oynayan NO sentezini uyarmaktadir (6). Nitrik oksit;
stiperoksit ve peroksinitrit radikalleri ile etkilesime girerek
lipid peroksidasyonu ile hiicre membran yapisini bozar ve
iskemik hasar1 meydana getirmektedir (9). Fazla miktarda
NO iiretimi retinal iskemi sonrasi ndronal hasara neden ol-
maktadir (10). Sonu¢ olarak, TNF-a nin retina gangliyon
hiicrelerinde apoptozisi indiikleyen bir mesajcit oldugu diisii-
niilmektedir (6).

Transforming growth factor-beta (TGF-B)’nin I-R hasa-
rinda koruyucu etki gosterdigi saptanmistir (11). TGF-B
kronik iltihabi olaylarda fibrozis gelismesinden sorumlu
tutulmaktadir (12). Furuyoshi ve arkadaslarinin yaptigi bir
caligmada glokomat6z optik disk basinda reaktif 1s1 sok pro-
teini olan oB-crystalin diizeylerinin artmis oldugunu bul-
muslardir (13). TGF-f’nin nétralizan antikorlarinin kullanimi
ile oB-crystalin diizeylerinin azaldigi ve I-R hasarindan
hiicrelerin korundugu gosterilmistir (14).

Iskemi-reperfiizyon hasarinda retinal IL-6 diizeyinin
anlamh dlgiide arttig1 gosterilmistir (15). 1L-6, IL-1p ve TNF-a
salimmim artirirken TNF-a da pozitif feedback ile 1L-6 iire-
timini artirmaktadir (16). Iskemi-reperfiizyon IL-6’min hizh
salmimia neden olmaktadir (17). Iskemi-reperfiizyon hasa-
rinda IL-1p, TNF-o, Interferon-y (IFN-y), TGF-B ve IL-6"nin
seviyesinin arttig1 ve i¢ retina tabakalarindaki dejenerasyona
aracilik ettigi rapor edilmistir (18).

Moreland ve arkadaglar1 rhiL11’in proinflamatuar
sitokinleri ve NO seviyelerini azalttigin1 bildirmislerdir (19).
178 aminoasitli 18 kDa agirliginda pleitropik bir polipeptit
olan rhiL-11’in TNF-a ve IL-1B ekspresyonunu azaltarak
koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (4). rhiL-11
inflamasyonu baskilayic1 etkisini IFNy, TNF-q, IL-1B, IL-6
ve NO sentaz ekspresyonunu azaltarak yaptigi gosterilmistir
(20). Bir calismada rhil-11’in Heat Shock Proteini 25’in
ekspresyonunu artirarak  intestinal epitelyal hasarlarda
sitoprotektif etkisini oksidatif stresi azaltarak etki gosterdigi
tespit edilmistir (21). rhiL-11"in sitokin diizeylerinin azalt-
masinin olast mekanizmasi; MHC Klas I ve II antijen sunucu
hiicreleri inhibe etmesi olabilecegi one siiriilmistiir. Bir diger
olas1 mekanizma ise IFN-y gen ekspresyonunun diizenlenme-
si ve bu yolla inflamatuvar sitokinler olan TNF-a, IL-1p, IL-6
diizeylerinin baskilanmasidir (22). Bagka bir yaymda {L-11
diizeyinin artistyla TGF-f seviyelerinin azaldig1 gosterilmis-
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