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Keratokonus, çoğunlukla gençlerde görülen sebebi henüz bulunamamıĢ, korneanın 

zayıflaması ve incelmesi ile oluĢan, genetik ve çevresel etkilerin ortak sebep olduğu  

bir göz hastalığıdır. Korneanın epitel ve stroma hücrelerinde yüksek seviyede UV 

ıĢınlarına maruzat sebebiyle oksidatif stres yoğun olarak yaĢanır. Bu hücreler güçlü 

bir antioksidan sisteme sahiptir. Ancak keratokonus hastalığında oksidatif hasara 

karĢı antioksidan ve tamir mekanizmalarının bozuk olduğuna dair bulgular vardır. 

GüneĢ ıĢınlardaki yüksek enerjili UV ıĢınları gözde ciddi etkiler oluĢturur. UV-C 

atmosferde soğurularak yeryüzüne neredeyse hiç ulaĢmaz. UV-B çoğunlukla kornea 

epitel ve stroma hücrelerinde, UV-A ve kalan UV-B‟nin de tamamı lens tarafından 

soğurulur. 

ÇalıĢmalarımızda öncelikle keratokonuslu kornea epitel hücreleri ve normal kornea 

hücrelerindeki apoptoz, nekroz oranları ve sitotoksisite değerleri belirlendi. Daha 

sonra bu hücreler belirlenen sürelerde UV-A UV-B ıĢınlarına maruz bırakıldı. 

Apoptoz ve nekroz oranları incelendi. WST-1 (Water-Soluble Tetrazolium Salts-1) 

testi ile de hücre canlılığı değerleri ölçüldü.  
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Sonuç olarak keratokonuslu kornea epitel hücrelerinin, normal kornea epitel 

hücrelerine göre daha çok apoptoz nekroza uğradığı ve canlılık sonuç oranlarının 

daha düĢük olduğu gözlendi. 

 

Anahtar kelimeler: Keratokonus, kornea, UV-A, UV-B, apoptoz, nekroz, 

sitotoksisite. 
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Keratoconus, mostly seen in young people, the reason of which has not yet been 

found, formed by weakening and thinning of the cornea, caused by genetic and 

environmental influences is an eye disease. 

By the exposing of the UV lights effectively on the epithelial and stromal cells, high 

oxidative stress occurs. These cells have powerful degree of anti-oxidant system. 

However, in the keratoconus disease against oxidative damage, there are symptoms 

related with the destroyed antioxidant and repair mechanisms. High-energy UV 

radiation in sunlight has serious effects on cornea cells. UV-C is absorbed in the 

atmosphere and does not arrive hardly ever at the earth. UV-B is mostly absorbed in 

the corneal epithelium and stroma cells UV-A and the remaning UV-B is totally 

absorbed by the lenses. 

In our study, firstly, the epithelial cells of keratoconus corneal and the normal 

corneal cells, the values of the apoptosis, necrosis rates and cytotoxicity were 

found. Then these cells were exposed with the UV-A and UV-B radiation. It has 

been examined whether the deterioration in the rates of apoptosis and necrosis then 

occurred. With WST-1 test, the values of the cell viability were measured. 
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Consequently, the keratoconus corneal epithelial cells by compared with normal 

corneal epithelial cells are effected more than apoptosis necrosis and the rates of 

viability results were found to be lower. 

 
Key words: Keratoconus, corneal, UV-A, UV-B, apoptosis, necrosis, cytotoxicity. 
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                                                     1. GİRİŞ 

 

Keratokonus (KC), dünya çapında çoğunlukla gençlerde rastlanan, görme 

rahatsızlığından kornea nakline kadar varan Ģiddetlerde görülebilen, korneanın 

zayıflaması ve incelmesi ile oluĢan, genetik ve çevresel etkilerin ortak sebep olduğu 

bir hastalıktır [1]. Keratokonus hasarının kornea epitel bazal membranından baĢladığı 

düĢünülmektedir. Keratokonusun etiyopatogenezinde Cristina Kenney ve Brown 

Cascade „ġelale‟ hipotezini savunmuĢlardır. Lipit peroksidasyonunda ve/veya nitrik 

oksit yolunda anormal veya hasarlı enzimlerin oksidatif hasara yola açacağını 

belirtmiĢlerdir. Oksidatif, sitotoksik yan ürünlerin birikimi farklı kornea 

proteinlerinin değiĢimine ve olayların birbirini tetikleyerek akmaya baĢlamasına 

(Ģelale) neden olurlar. Patogenezde keratokonuslu kornealarda serbest radikallerin ve 

süperoksidazların iĢlevlerinin değiĢtiği, hasar yapıcı aldehitlerin arttığı 

düĢünülmektedir. Total protein miktarının da azaldığı görülmüĢtür [2, 3]. Bunların 

sonucunda geri dönüĢsüz hasara uğrayan hücrelerin apoptozise, geri dönüĢlü hasara 

uğrayan hücrelerin ise yara iyileĢmesi ve tamirinde rol oynadığı düĢünülmektedir 

[4,5]. Keratokonus hastalığında özellikle Reaktif Oksijen Türevleri (ROS) artıĢı ile 

birlikte genetik yatkınlığın, keratokonus patogenezinde etkili olduğu üzerine 

çalıĢmalar olmakla birlikte henüz net bir sonuç ortaya konulamamıĢtır [1].  

Bu sebeple, bazı genetik etmenlerin de etkili olduğu fikri ortaya çıkmaktadır. Bu 

genetik etkiler antioksidan enzimlerde veya bu enzimlerin dâhil olduğu yolaklarda 

kendini gösteriyor olabilir. SOD1 (Superoxide Dismutase 1) geninde, çok yaygın 

olmasa da, bulunan bir delesyon mutasyonu Keratokonus ile iliĢkilendirilmiĢtir [6]. 

Çevresel koĢullarla genetik etkilerin Keratokonus oluĢumuna etkisini karĢılaĢtırmak 

için yapılmıĢ birkaç araĢtırma mevcuttur. Kornea stroması fibroblast hücreleri 

üzerinde yapılan bir araĢtırmaya göre, oksidatif strese daha çok duyarlı olan 

hücrelerde mitokondri DNA hasarı tespit edilmiĢtir [7].  

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalarda oksidatif hasara karĢı antioksidan ve tamir 

mekanizmalarının keratokonus hastalığında bozuk olduğuna dair bulgular 

yayınlanmıĢtır [1,8]. 
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Podskochy‟nin tez araĢtırmasına göre kornea tabakaları UV-C ıĢınlarına 24 saat 

maruz kaldıklarında ancak apoptoz görülmektedir fakat daha az sürede veya daha 

yüksek dalgaboylarındaki ıĢınlarda bu etki görülmemektedir [9]. Bu bulgu, kornea 

tabakalarının normalde UV-A ve UV-B‟ye karĢı ne kadar dayanıklı olduğunu 

göstermektedir. 

Kornea tabakası güneĢ ıĢınlarına doğrudan maruz kalması ile gözün iç kısımlarını 

UV‟ye karĢı korumak amacıyla özel korunma mekanizmalarına sahiptir. Kornea, 

maruz kaldığı UV-B ıĢınlarının tümünü, lens ile birlikte de UV-A ıĢınlarının 

%99‟unu soğurur ve bu etkiyle ciddi miktarda, yükseltgenmiĢ molekül, ROS ve 

serbest radikaller oluĢur. Dolayısıyla artan NO (azot oksit) seviyesi, hücre ölümüne 

sebep olur [1,10].  

Keratokonuslu kornealarda oluĢan oksidatif strese bağlı hasarın erken yaĢlarda 

görülmeye baĢlamasının sebebi gözün ultraviole (UV) ıĢınlara maruz kalmasının 

veya kontakt lens veya gözü çok ovuĢturma gibi etkenlerin etkili olduğu düĢünülse 

de bu etki kendi baĢına yeterli olmayabilir [11]. 

ÇalıĢmamızda keratokonuslu kornea epitelinin, oksidatif hasar oluĢmamıĢ normal 

kornea epiteline göre UV-A ve UV-B ‟nin oluĢturacağı oksidatif stresten nasıl 

etkilendiği incelenip karĢılaĢtırıldı. UV-A ve UV-B nin etkisiyle apoptoz, nekroz ve 

sitotoksisite seviyelerinde oluĢan değiĢimler araĢtırıldı. 
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1.1. Gözün Anatomisi ve Fizyolojisi 

 

Göz küresi yüz kemiklerinin oluĢturduğu iki ayrı boĢlukta yerleĢmiĢ olan kısmen 

izole bir doku kompartmanıdır. Genel olarak üç tabakadan oluĢur. Bu tabakalar 

dıĢtan içe doğru sklera, uvea ve retina olarak isimlendirilir [12]. Göz küresinin 

Ģematik gösterimi ġekil 1.1‟ de verilmiĢtir. 

 
Şekil 1. 1. Gözün Ģematik kesiti [13] 

 

 

Göz yuvarlağını en dıĢtan saran opak, fibröz tabaka sklera olarak isimlendirilir. 

Sklera kan damarı içermez, beslenmesi hücreler arasında akan sıvı ile olur. Bu tabaka 

fonksiyonlarını sürdürebilmesi için gözün mekanik dayanıklılığını ve korunmasını 

sağlar. 

Orta tabaka olan uvea, gözün pigmentli damar tabakasıdır. Önden arkaya doğru iris, 

siliyer cisim ve koroidden oluĢur. Ġris, ince ve pigmentli bir diyafram olup 

kasılabilme özelliğine sahiptir. Siliyer cisimciğin iç yüzeyinden itibaren baĢlar ve 

merkezinde pupil yer alır. Esas olarak dilatör (gevĢetici) ve sfinkter (kasıcı) 

kaslardan oluĢan bir dokudur. Ġrise gelen herhangi bir sempatik uyarı dilatör kasların 

çalıĢmasına ve dolayısıyla pupilin geniĢlemesine (midriyazis) neden olurken, 

parasempatik bir uyarı sfinkter kasların çalıĢmasına, dolayısıyla 

pupilindaralmasına(miyozis) neden olur. Siliyer cisim, parasempatik sinirler taĢıyan 
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yumuĢak bir kastır. Gözün ön bölümünü dolduran aköz hümörünü salgılamaktadır. 

Koroid, skleranın iç yüzeyindeki ince, yumuĢak, kahverengi tabakadır. Oldukça 

yoğun damar yapısına sahiptir. Temel görevi yapısındaki kan damarlar ile retinanın 

tabakalarını beslemektir. Gözün en iç tabakası olan retina optik sinirleri içerir. 

Retinada çubuk ve koni olarak isimlendirilen fotoreseptör hücreleri yer alır. Koni 

hücreleri optik duyarlılığı ve renk ayrımını sağlarken, çubuk hücreleri çevresel 

görüntünün oluĢmasını sağlar. Retinada bulunan optik sinirler retinada oluĢan 

görüntünün beyne ulaĢtırılmasını sağlar. Göz küresinde lens ile ayrılmıĢ iki adet 

odacık bulunmaktadır. Öndeki bölmede bulunan aköz hümör siliyer cisimden 

salgılanmakta olup göz içi basıncının ayarlanmasından sorumludur. Aköz hümör, 

lens ve kornea gibi damarsız dokulara oksijen ve çeĢitli besinlerin taĢınmasında 

önemli role sahiptir. Vitröz hümör, arka odacıkta yer alan viskoz bir jel yapısında 

olup lens ile retina arasında bulunur ve yüksek oranda su içeriğine sahiptir [12,14]. 

 

1.1.1. Kornea 

 

Göz küresinin dıĢarıya bakan ön kısmını saydam özellikte ve damarsız olan kornea 

tabakası oluĢturur. Kornea gözün en önemli kırıcı ortamı olup önden bakıldığında dıĢ 

bükey ve hafif eliptik görünümlüdür [14,15].  

Korneanın ön yüzü gözyaĢı ile yıkanırken arka yüzü aköz hümör ile temastadır. 

Metabolizması için gerekli olan materyal ve oksijenin bir kısmını limbal bölgede 

(korneanın sklera ile birleĢme hattı) bulunan kan damarlarından, bir kısmını ise aköz 

hümör ve gözyaĢından difüzyon suretiyle sağlar [12].  

Kornea genel olarak beĢ tabakadan oluĢur. Bu tabakalar dıĢtan içe doğru epitel, 

“bowman” membranı, stroma, dessement membranı ve endotel olarak isimlendirilir. 
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Şekil 1. 2. Korneanın tabakaları [16] 

 

 

1.1.1.1.Epitel Tabakası:  

 

Kornea epiteli yaklaĢık 50 mikrometre kalınlığında olup kornea kalınlığının %10‟unu 

oluĢturmaktadır. Ġlaçlar da dahil olmak üzere tüm yabancı cisimlerin geçiĢi için en 

önemli engeli oluĢturur. En önemli görevlerinden biri de UV ıĢınlarını 

filtrelemesidir. Kornea epiteli konjunktiva epitelyumunun devamı Ģeklinde olarak beĢ 

veya altı tabaka epitelyum hücrelerinden oluĢur. Buradaki hücreler çok tabakalı, 

yassı ve keratinsizdir. DıĢtaki hücrelerin yüzeyi gözyaĢı filminin gözün önündeki 

kısmında kalmasını sağlayarak korneanın ıslanmasına yardımcı mikrovillus ve 

mikropililerle geniĢlemiĢtir.  

Yüzey tabakadaki epitelyum hücrelerinde çokça sıkı kavĢak bulunması nedeniyle 

kornea epiteli hücrelerarası geçirgenliği az olan bir dokudur. Epitel tabakası, 

metabolizması için gerekli oksijeni atmosferden, aminoasitleri ve glikozu gözyaĢı 

aracılığıyla kornea ile konjunktiva arasında sınır olan limbus çevresindeki kapiller 

ağdan ve aköz hümörden difüzyon yoluyla sağlar. Hidrofobik özelliğe sahip olan 

iyonize olmamıĢ bir ilaç kornea epitelinden kolaylıkla geçerken, hidrofilik ve iyonize 

ilaçların geçiĢi için epitel önemli bir engel oluĢturur. 
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1.1.1.2. Bowman Membranı: 

Korneanın ikinci tabakası olup kolajen liflerden ve bu liflerin arasında yer alan dolgu 

malzemesinden meydana gelmiĢtir. Hücresel içeriği ve çoğalma yeteneği olmayan 

bir tabakadır. Epitelde meydana gelebilecek iltihabi durumların stromaya geçiĢini 

engelleyen önemli bir bariyerdir. 

 

1.1.1.3. Stroma:  

 

Kornea kalınlığının % 90‟ ını oluĢturur ve modifiye bağ dokusundan meydana gelir. 

Stroma, korneanın iskeletini oluĢturan en önemli tabakadır. Birbirine dik açı ile 

yerleĢmiĢ tip I kolajen lamelleri içerir. Yapısındaki glikozaminglikanlar kolajen 

lamellerinin düzgün bir tabaka oluĢturmasına katkıda bulunur. Korneanın 

saydamlığını sağlar. Stromanın yaklaĢık % 78‟‟ ini su oluĢturur, dolayısıyla 

hidrofilik ilaçların stromadan geçiĢi kolaydır. 

 

1.1.1.4. Dessement Membranı:  

 

10 -15 μm kalınlığında, stroma ile endotel arasında olup oldukça elastik bir dokudur.  

 

1.1.1.5. Endotel: 

 

Korneanın en arka tabakasıdır. Tek katlı epitel benzeri hücrelerden oluĢur. Bu 

hücreler birbirlerinden hücre içi boĢluklarla ayrılmıĢtır. Endotelin üç temel 

fonksiyonu vardır, bunlar aköz hümöre karĢı engel görevi, metabolik pompa 

fonksiyonu ve korneanın saydamlığını sağlamaktır. Endotel fonksiyonları bozulursa 

kornea ödemi geliĢir [12,17 -21].  

Kornea, göze uygulanan ilaçların oküler yararlanımı açısından en önemli 

absorpsiyon membranıdır. Korneadan ilaç absorpsiyonu esas olarak bu membranı 

oluĢturan tabakaların ilaca karĢı geçirgenliğine bağlı olarak değiĢir. Epitel membranı 

sıkı kavĢaklar nedeniyle hücreler arası geçiĢe dirençlidir. Dolayısıyla ilacın büyük 

kısmı hücre membranında geçmek zorundadır. Epitel, hidrofilik ve iyonize 

maddelerin geçiĢine engel olurken, hidrofobik ve yağda çözünen maddeler bu 
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tabakadan kolayca absorplanır. Hidrofobik, iyonize olmamıĢ bir ilaç epitelyumden 

kolaylıkla geçer, epitelin pH‟ı ile iyonize, suda çözünen forma dönüĢür ve bu Ģekilde 

stromaya geçebilir. Stroma hücre dıĢı bir matriks olduğu için 500 kD a kadar 

büyüklükteki moleküllerin geçiĢine izin verebilir. Hidrofil bileĢikler stromadan 

geçerken lipofilik maddeler için stroma bir engel oluĢturur. Endotel ise ilaçların 

geçiĢine molekül büyüklüğüne bağlı olarak direnç gösterir [14,15].  

Korneada damar yapısı olmadığından sistemik uygulanan ilaçlar korneaya 

ulaĢamazlar. Bu nedenle de korneal hastalıkların tedavisinde daha çok topik 

uygulamalar tercih edilir.  

 

1.2. Keratokonus (KC); 

 

Dünya çapında genellikle gençlerde rastlanan, kornea hastalığıdır. Görme rahatsızlığı 

kornea nakline kadar varan Ģiddetlerde olabilmektedir. Keratokonus korneanın 

zayıflaması ve incelmesi ile oluĢan, genetik ve çevresel etkilerin ortak sebep olduğu 

bir hastalıktır [1].  

Keratokonus, gözün saydam tabakasının yani korneanın, incelme ve sivrileĢmesiyle 

baĢlar. Ġlerleyici miyop ve astigmat görülür. Keratokonus hastalarında kornea Ģekli 

bozuktur. Kornea önce öne doğru sivrileĢir, sonra bombeliği artar ve dikleĢir 

Yerçekimi etkisiyle zamanla bu bombelik aĢağı doğru sarkarak kornea merkezinde 

aĢağı yer değiĢtirme ile sonuçlanır. Bu Ģekil bozukluğu da hastada giderek artan 

miyopa, astigmata ve gözlük ile düzeltilemeyen görme bozukluğuna yol açar. 

Keratokonus korneanın asimetrik bilateral ve non-inflamatuar ilerleyici bir 

dejenerasyonudur. Ġnsidansı, genel populasyonda 1/2000‟dir. Genellikle ergenlik 

çağında baĢlar ve gözlerin % 20‟sinde penetran keratoplasti endikasyonu seviyesinde 

ilerleme gösterir [8]. 
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Şekil 1.3. Normal ve keratokonuslu kornea [22] 

 

 

1.2.1. Keratokonusun Etyopatogenezi 

 

Keratokonusun bugün biyokimyasal ve etiyolojik temelleri çok az anlaĢılabilmiĢ olup 

birçok faktörün rol aldığı düĢünülmektedir. Bunlardan bazıları Ģunlardır: 

 

1.2.1.1. Genetik  

 

Kalıtımın keratokonus etiyolojisindeki rolü net bir Ģekilde ortaya konulamamıĢtır. 

Olguların sadece % 10‟unda keratokonusun çocuklara aktarıldığı görülmüĢtür. Bu 

durumda genetik geçiĢin, değiĢen penetrasyonla birlikte otozomal dominant olarak 

ortaya çıktığı öne sürülmektedir [23]. Keratokonusun ikiz kardeĢlerde gösterilmesi 

etyolojisinde hereditenin rolünü desteklemektedir [24]. Wang ve ark. [25] yaptığı 

çalıĢmada keratokonus olgularının birinci derece akrabalarındaki keratokonus 

prevelansının normal popülasyona göre daha fazla olduğu bulunmuĢ, bu artısın da 

genetik etkiye bağlı olduğu düĢünülmüĢtür. 

 

1.2.1.2. Ekstrasellüler Matriks Anormallikleri 

 

Yapılan çalıĢmalarda, keratokonuslu kornealarda çeĢitli yapısal anormalliklerin var 

olduğu saptanmıĢtır. ÇalıĢmalarda total protein miktarının düĢtüğü, total kollajen 

içeriğinin değiĢiklik gösterdiği, keratan sülfat içeriğinin arttığı kondiritin sülfat 
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içeriğinin azaldığı gösterilmiĢtir [26,27]. Epitelyal bazal membranında 

entactin/nidogenin, fibronektin, alfa3-alfa5 tip IV kolajenin zincirleri ve laminin-1 

zincirinin azaldığı, vimentin gibi yara iyileĢmesiyle ilgili proteinlerin tenascin gibi 

ekstrasellüler matriks proteinlerinin, transforming growth faktör beta, interlokin-1, 

ısı-Ģok protein 27 ve ubiquitin arttığı da çalıĢmalarda gösterilmiĢtir [28,29]. Keratan 

sülfat proteoglikan çeĢitlerinden biri olan keratokanın artması keratokonusa özgü 

olup, aĢırı ekspresyon ile stromada fibrillogenesis oluĢmasına yol açar [30]. Korneal 

kurvaturdeki değiĢim, kolajenin lamellalar arası ve lamellalar içinde yanlıĢ 

yerleĢimlerinden kaynaklandığı düĢünülmektedir [31]. 

 

 

1.2.1.3. Enzim Anormallikleri 

 

Keratokonuslu kornealarda ekstrasellüler matriksin değiĢik yapıları yıkıma uğrar, 

stroma incelir ve bowman tabakasında yarıklanmalar ortaya çıkar. Bunun, inhibitör 

enzimlerin aktivitelerindeki azalma ve yıkım enzimlerinin aktivitelerinde artıĢ 

sonucu oluĢan yıkım enzimi ve enzim inhibitörü arasındaki dengesizlikten 

kaynaklandığı düĢünülmektedir. Yapılan çalıĢmalarda keratokonusta, normal 

korneaya göre ciddi ölçüde daha fazla kollajenaz aktivitesinin mevcut olduğu 

görülmüĢtür [32]. Keratokonuslu kornealarda asit fosfataz, asit lipaz, asit esteraz, 

katepsin G ve B, jelatinaz A (MMP–2) enzimlerinde artıĢ görülmüĢtür [33-36]. 

Tripsin, kimotripsin, elastaz ve plazmini bloke eden α 1 – proteinaz inhibitoru, 

tripsin, kimotripsin, elastaz, papain, kollajenaz, trombin, plazmin ve kallikreini bloke 

eden α 2- makroglobulin ve matriks metalloproteinazı ile apoptozisi inhibe eden 

TIMP–1 enzim inhibitorlerinde de azalma görülmüĢtür [37,38]. 

 

 

1.2.1.4. Apoptoz 

 

Apoptozis, normal geliĢimde, hastalıklarda ve yara iyileĢmesinde ortaya çıkan 

programlanmıĢ hücre ölümüdür [39]. Yapılan hayvan çalıĢmalarında kornea 

epitelinin kronik, tekrarlayan biçimde kaldırılmasının stromal apoptozisi uyardığı 
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gösterilmiĢtir [40,41]. Bu da keratokonus olgularında, sert gaz geçirgen kontakt lens 

kullanımına bağlı ya da atopi durumunda olduğu gibi yoğun göz ovuĢturmaya ikincil 

kronik irritasyonun apoptozise yol açabileceğini düĢündürmektedir [42]. Yapılan 

çalıĢmalar bu iki mekanizmanın apoptozisi uyarabileceği belirtilmiĢtir. Bir 

transmembran fosfotirozin fosfatazı olan LAR‟ın (Leucocyte common antigen 

related protein) apoptozisi uyardığı belirtilmiĢtir [37]. Diğer mekanizmanın ise 

apoptozisi inhibe eden TIMP 1‟in (matriks metalloproteinazların doku inhibitoru) 

keratokonuslu kornealarda düĢük düzeylerde bulunmasıdır [37]. 

 

 

1.2.1.5. Sinyal İletim Anormallikleri 

 

Proteinaz inhibitorunun (α 1) promotor aktivitesini baskılayan, bunun sonucunda bu 

enzimin düzeyini düĢüren bir transkripsiyon faktörü olan Sp1‟in (Specificity 

Protein1) keratokonuslu kornealarda arttığı gösterilmiĢtir [44]. Ayrıca bir fosfotirozin 

fosfataz enzimi ve LAR‟ın keratokonuslu kornealarda arttığı gösterilmiĢtir. 

Fosfotirozin fosfatazların görevleri tirozin molekülünden bir fosfatı uzaklaĢtırmaktır 

[45]. Tirozinin, bu defosforilasyonu ile LAR hücre içi sinyalizasyonu etkilemekte ve 

apoptozisi uyarmaktadır [37]. 

 

 

1.2.1.6. Oksidatif Hasar 

 

Keratokonuslu kornealarda, lipid peroksidasyonu ve nitrik oksid yolu sonucunda 

oluĢan sitotoksik ürünlerin biriktiği gösterilmiĢtir [43]. Ayrıca ultraviyole ıĢık (UV), 

yoğun göz ovuĢturma veya kontakt lenslerin neden olduğu mekanik travma, oksijen 

radikallerinin kaynağı olabilmektedir [37]. Keratokonuslu kornealarda oluĢan reaktif 

aldehidlerin uzaklaĢtırılmasında görev alacak olan aldehid dehidrojenaz sınıf3 

enziminin düzeyi düĢük seviyelerde olduğu belirlenmiĢtir [46]. Keratokonuslu 

kornealarda serbest radikaller ve superoksidler gibi reaktif oksijenlerin 

uzaklaĢtırılmasında rol oynayan superoksid dismutaz düzeyinin de düĢük olduğu 

gösterilmiĢtir [47,48]. Ayrıca Keratokonuslu kornealarda sitotoksik bir aldehid olan 
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malondialdehid ve sitotoksik peroksinitrit olan nitrotirozin miktarının da arttığı 

gösterilmiĢtir.[43]. 

 

1.2.2. Keratokonus Tedavisi  

 

Ġlerleyen bir seyre sahip olan Keratokonus‟un yol açtığı görme kaybını azaltmak ve 

hastalarda görme düzeyinin arttırılmasını sağlamak için günümüzde farklı tedavi 

yöntemleri uygulanmaktadır. Tedavisi çeĢitli aĢamalardan oluĢmaktadır. Buna göre 

öncelikle lens kullanamayan görme seviyesi düĢük hastalarda görme keskinliğini 

artırmak için kornea içi halkalar yerleĢtirilir, hastalığı durdurmak amaçlı Korneal 

Kollajen Çapraz Bağlama (CCL – Corneal Cross Linking) ameliyatı yapılır. Tüm 

bunlara rağmen hastalık ilerler, görme keskinliği çok düĢerse kornea nakli 

gerekebilir. Keratokonusta, kollajen fibriller arasındaki çapraz bağların önemli 

ölçüde azaldığı daha önce yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Kollajen fibriller 

korneanın mekanik stabilitesini sağlar. Kollajen fibriller arasındaki çapraz bağların 

azalması, korneanın santral, parasantral alanlarında incelmeye neden olurken 

korneayı giderek destabilize eder ve bu da düzensiz astigmatizma, miyopi ve görme 

keskinliğinde azalmaya neden olur. Korneal Çapraz Bağlama, kollajen fibriller 

arasında uzanan kimyasal bağların güçlendirilmesi ve hastalıklı korneanın 

sabitleĢtirilmiĢ edilmesi prensibine dayanır. Aynı zamanda vitamin B2 (riboflavin) 

ve UV-A ıĢınları ile birlikte kullanılarak, kornea stromasında kollajen fibriller 

arasındaki çapraz bağların oluĢumunu kolaylaĢtırırken, korneal sertleĢme etkisi de 

sağlar. Son yıllarda kullanımda olan korneal kollajen crosslinking (CCL) tedavisi ile 

keratokonustaki penetran keratoplasti ihtiyacının önemli ölçüde azaltılabildiği 

kaydedilmiĢtir. Keratokonusta diğer tedavi seçenekleri ise; gözlük, sert kontakt lens 

kullanımı, termokeratoplasti, intrakorneal ring segment uygulaması, epikeratoplasti 

ve lameller keratoplastidir [49]. 

 

1.3. Serbest Radikaller 

 

Serbest radikal, dıĢ yörüngesinde, bir veya birden fazla çiftlenmemiĢ elektron içeren 

atom veya organik ya da inorganik moleküllere verilen isimdir. Bu moleküllere 
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serbest radikaller, oksidan moleküller veya reaktif oksijen partikülleri de denir. 

Serbest radikallerin elektron yapılanmaları onları yüksek derecede kararsız ve 

kimyasal olarak fazla reaktif hale getirir. Bulabildikleri herhangi bir molekül ile 

etkileĢime girer ve bu molekülden ya bir elektron alır ya da ona bir elektron vererek 

yapısını bozarlar [50]. Serbest radikaller; organizmanın yapı elemanları olan lipidler, 

proteinler, karbonhidrat ve nükleikasitler gibi temel hücresel bileĢenlerde hasara yol 

açabilme ve enzimlerin yapısını bozabilme özelliğine sahiptir [51]. OluĢan bu hasar 

kanser, romatoit artrit, katarakt, parkinson, diabetes mellitus,  ya da bağlı immün 

yetmezlik ve hipertansiyon gibi çeĢitli hastalıklar ile iliĢkilidir ve biyolojik yaĢlanma 

sürecinde rol oynamaktadır. Günümüzde hemen her hastalığın bir dereceye kadar 

oksidatif strese bağlı olduğu kabul edilmektedir [52]. 

 

Serbest radikaller vücuttaki hücrelere saldırır ve tahrip eder. Ġlk saldırıda öncelikli 

olarak yeni bir serbest radikal oluĢur ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon 

baĢlar. Biyolojik hasarla karakterize radikal reaksiyonlar arasında en belirgin olanı 

lipid peroksidasyonudur. Serbest radikaller, hücre zarındaki yağlardan birine 

saldırdığında yağ molekülü değiĢime uğrar. Yağların değiĢimi sonucunda; hücre 

zarının yapısı ve fonksiyonları zarara uğrar, hücre zarı gıdaların, oksijenin ve suyun 

uzun süreli olarak transferini yapamaz, harcanan ürünlerin atılmasını düzenleyemez. 

Serbest radikal saldırısının devamı; hücre zarı yapısında bulunan yağların 

parçalanmasına, zarının yırtılmasına ve hücre bileĢenlerinin dağılmasına sebep olur. 

Hücre içi bileĢenlerin hücre dıĢına çıkması etraftaki dokulara da zarar verir. Serbest 

radikal saldırısı ve hücre zarının tahribatı yağların oksidasyonu veya oksidatif hasar 

olarak adlandırılır [53]. Serbest radikallerdeki aĢırı yüklenme vücut için tehlike 

oluĢturur. Ancak vücudun iĢlevlerini görebilmesi ve hastalıklardan korunabilmesi 

için de gereklidirler. Serbest radikaller vücudun hastalıklara karĢı direncini vücudu 

saran mikroorganizmaları yok ederek arttırır [51].  

 

Radikal moleküller ve antioksidan savunma gücü dinamik bir denge içinde kaldıkları 

sürece organizma için oldukça yararlıdırlar. Örneğin; lökositlerle 

mikroorganizmaların öldürülmesinin ana mekanizması serbest radikallerdir [58-60]. 
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1.3.1 Radikaller Nasıl Oluşur? 

 

Ġçinde bulunduğumuz çevrede çeĢitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle 

devamlı bir radikal yapımı vardır. Hücresel koĢullarda da ciddi bir miktar ve 

çeĢitlilikte radikal üretilmektedir. Bir serbest radikal 3 yolla ortaya çıkabilir: 

1.Kovalent bağ taĢıyan normal bir molekülün homolitik yıkımı sonucu oluĢurlar. 

(Bölünme sonrası her bir parçada ortak elektronlardan biri kalır). 

X : Y → X· + Y·      

2. Normal bir molekülden tek bir elektronun kaybı ya da bir molekülün heterolitik 

olarak bölünmesi ile oluĢurlar. Heterolitik bölünmede kovalent bağı oluĢturan her iki 

elektron, atomlardan birisinde kalır. 

X:Y → X:↓ + Y+ 

3. Normal bir moleküle tek bir elektronun eklenmesi ile oluĢurlar. 

A+e- →A·-    [69] 

 

1.3.2 Serbest Radikal Oluşma Yolları 

Serbest radikaller, somatik hücrelere ve bağıĢıklık sistemine de saldıran 

moleküllerdir [55]. Serbest radikaller ve diğer reaktif oksijen türleri insan vücudunda 

sürekli meydana gelmektedir [56]. Bu radikaller normal hücresel metabolizma 

sırasında oluĢabildiği gibi, çeĢitli dıĢ etkenler aracılığı ile de meydana gelebilir. Kirli 

havada, sigara dumanında, radyasyonda, bitki koruma ilaçlarında, bozulmuĢ 

gıdalarda ve egzoz dumanında bulunurlar [53,54]. Serbest radikal oluĢumuna ayrıca, 

pestisitler, çözücüler, petrokimya ürünleri, ilaçlar, güneĢ ıĢınları, X-ıĢınları, hatta 

yiyeceklerde bulunan bazı bileĢikler neden olur. Yoğun egzersiz sırasında oksijen 

kullanımındaki artıĢla serbest radikal oluĢumuna neden olur [55]. Serbest radikallerin 

oluĢma yolları ve yapmıĢ olduğu DNA hasarı Ģekil 1.4.‟de Ģematize edilmiĢtir. 
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                            Şekil 1. 4. Serbest Radikallerin OluĢumu [57] 

 

 

Çizelge 1.1. Organizmada serbest radikal oluĢma yolları [61] 

 

  Organizmada Serbest Radikal Oluşuma Yolları 

A. Ekzojen Faktörler: 

1. Diyetsel 

a. Çok doymamıĢ yağ asitlerince zengin beslenme 

b. Alkol alımı 

c. Fazla kalorili beslenme (obezite) 

d. Hayvansal proteinlerce zengin beslenme 

e. AĢırı demir ve bakır alınması 

f. Yiyeceklerin uygun olmayan koĢullarda hazırlanması ve saklanması 

g. Yemek piĢirme yöntemlerindeki hatalar 

2. Çevresel 

a. Sigara dumanı 

b. Hava kirliliği (O2, NO2, SO2, hidrokarbonlar) 

c. Diğer kirleticiler 

d. Radyasyon 

3. İlaçlar 

a. Antikanser ilaçlar (adriamisin vs. ) 

b. Glutatyon tüketen ilaçlar ( asetaminofen, kokain vs. ) 

B. Endojen Faktörler: 

1. Fiziksel egzersiz/ sedanter yaĢam 

2. Stres 

3.YaĢlılık 

4. Doku hasarı ve kronik hastalıklar(ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon vs.) 

5.Diyetsel antioksidanların sağlayanmasını etkileyen koĢullar(iĢtahsızlık, kolestaz 

,malabsorbsiyon vs.) 
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1.3.3. Reaktif Oksijen Partiküllerinin Oluşumu  

 

Serbest radikaller çoğunlukla elektron transferi sonucu meydana gelirler. Serbest 

radikaller pozitif yüklü, negatif yüklü veya nötral olabilirler. Bu radikallerin en çok 

rastlanan kaynağı, iki tane çift olmayan (tek) dıĢ elektrona sahip olan oksijendir [55]. 

Mitokondride aerobik solunumda kullanılan oksijenin % 2 - 5‟ i serbest oksijen 

radikallerine (ROS) dönüĢtürülür [63]. Biyolojik sistemlerde en önemli serbest 

radikaller süperoksit ve hidroksil radikalleridir (OH•) [62]. Canlı sistemlerde oksijen 

radikalinin zararlı etkilerinin uzaklaĢtırılması gerekir. Çünkü süperoksit radikali sulu 

çözeltilerde H2O2 oluĢturmakta ve oluĢan hidrojen peroksit veya süperoksit radikali, 

Fe+2 ve Cu+2 gibi geçiĢ metalleri ile tepkimeye girmesi sonucu daha etkili bir 

serbest radikal olan hidroksil radikalini (OH•) oluĢtururlar [64]. Bu dönüĢümler 

Fenton ve Haber-Weiss tepkimeleri olarak isimlendirilir: 

 

H2O2 + Fe+2 → OH- + OH● + Fe+3                        Fenton Reaksiyonu.  

H2O2 + O2● → OH- + OH● + O2                             Haber-Weiss Reaksiyonu [65].  

 

OH• radikali, canlı sistemlere çok zararlı olabilecek çok güçlü bir radikaldir. Birçok 

patolojiye neden olan biyokimyasal değiĢimleri oluĢturulabilir [65]. Oksijenin diğer 

bir metaboliti singlet oksijendir ('O2). Bu molekül oksijenin enerji yakalamasıyla 

Ģekillenir. Singlet oksijen serbest radikal değildir [66]. Ancak biyokimyasal olaylarda 

önemlidir ve doku hasarlarına yol açabilir. Bu zararlarının ortadan kalkıĢı vitamin A 

ve diğer retinoitler veya β-karoten ve diğer karotenoitler gibi antioksidanların singlet 

oksijeni organizmaya zarar vermeden O2'ye dönüĢtürmesiyle olur [67].  

 

Bütün bu açıklamalara göre oksidanlar, tek elektron eksiklikleri nedeniyle baĢka 

moleküller ile kolayca elektron alıĢveriĢi yapabilenler (radikaller) ve elektron 

eksiklikleri olmadığı halde baĢka moleküllerle radikallerden daha zayıf bir Ģekilde 

bileĢenler olarak (non radikaller) 2 grupta toplanırlar [68]. Bunlar çizelge 1. 2.‟de 

gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 1. 2. Patolojik olarak önemli oksijen türevleri [61,68] 
 

 

 

1.3.4 Nitrozatif Stres  

 

Nitrozatif stres, biyomoleküllerin uğradığı nitrozasyon tepkimeleridir. Nitrozasyon, 

reaktif nitrojen oksit türleri tarafından nükleofil bir gruba nitrozonyum (NO+) 

grubunun aktarılarak nitrozil türevinin oluĢturulmasıdır. Proteinler, nükleik asitler ve 

glutatyon gibi antioksidanların oluĢan reaktif türlerle modifikasyonu nitrozatif stresin 

temelini oluĢturur. Terim olarak oksidatif stres ilk anda oksijen radikallerinin 

üretimindeki artıĢtan kaynaklanan etkileri hatırlatır. Ancak nitrik oksitten 

kaynaklanan reaktif türler de oksijen radikallerine benzer Ģekilde biyolojik 

moleküllerle tepkimeye girerler. Örneğin reaktif nitrojen oksit türleride oksijen 

radikalleri gibi lipid peroksidasyonunu baĢlatabilir, DNA‟da zincir kırılmalarına artı 

baz modifikasyonlarına neden olabilir, metal iyonlarının oksidasyon durumlarını 

                                 Patolojik olarak önemli oksijen radikalleri:  

  Adı         Moleküler Formülü  

   Süperoksit radikali  O2-  

    Hidroksil radikali  .OH  

   Nitrik oksit  NO.  

  Ferril iyonu FeO.+2  

   Perferril iyonu  FeO2.+2  

   Allil  R.  

   Aloksil  RO.  

   Peroksil  ROO.  

 

                                   Radikal olmayan oksijen türevi bileşikler:  
 

Hidrojen peroksit  

 

H2O2  

 

Singlet Oksijen 
1
O2 

Ozon   O3 

Hipoklorit asit HOCl  

 

Lipit hidroperoksit  LOOH  

Peroksinitrit  ONOO.  
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değiĢtirebilir, proteinleri oksitleyebilir ve antioksidanların tüketimine neden 

olabilirler. Vücutta oksijen radikallerinin sentezinin artmadığı durumlarda, 

indüksiyonlar sonucu artmıĢ nitrik oksit (NO) sentezi kendi baĢına oksidatif strese 

neden olabilir. Bu nedenle in vivo koĢullarda geliĢen oksidatif stresi sadece oksijen 

radikallerinin yapımındaki artıĢa bağlamak doğru değildir. Genel bir kural olarak, 

patolojik durumlarda nitrik oksit ve oksijen radikallerinin yapımı eĢ zamanlı olarak 

gerçekleĢir; ya da bir radikal türünün neden olduğu etkiler diğer radikal türün 

yapımını da hızlandırır [70]. 

 

 

Çizelge 1. 3.  Biyolojik sistemlerde majör nitrojen türleri [71] 

 

Reaktif Nitrojen Türleri (RNS) Formül 

Nitrik oksit (nitrojen monooksit) •NO 

Nitrojen dioksit •NO2 

Peroksinitrit ONOO
-
 

Peroksinitrik asit ONOOH 

Dinitrojen trioksit N2O3 

Nitril klorid NO2Cl 

Nitronium ion NO+2 

Alkilperoksinitrit ROONO 

Nitrozotiol RSNO 
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1.3.5 Serbest Radikallerin Hücre ve Dokularda Yol Açtığı Zararlar 

 

1- DNA‟nın hasar görmesi  

2- Nükleotid içeren koenzimlerin yıkımı  

3- Tiyollere bağımlı enzimlerin yapı ve fonksiyonlarının bozulması, hücre ortamının 

tiyol/disülfit oranının değiĢmesi  

4- Protein ve lipitlerle kovalan bağlanması  

5- Enzim aktivasyonu ve lipit metabolizmasındaki değiĢiklikler  

6- Mukopolisakkaritlerin yıkımı  

7- Protein yapısının bozulması 

8- Lipit peroksidasyonu, hücre zar yapısı ve fonksiyonunun değiĢmesi  

9- Zar proteinlerinin hasarı sonucu taĢıma sistemlerinin bozulması  

10- Seroid ve yaĢ pigmenti denilen bazı maddelerin birikimi  

11- Kollajen ve elastin gibi uzun ömürlü bileĢiklerdeki indirgenme ve yükseltgenme 

olaylarının bozularak kapillerde aterofibrotik değiĢikliklerin oluĢması [61]. 

 

 

 Çizelge 1. 4. Serbest radikallerin neden olduğu baĢlıca hastalıklar  [61] 

 

                         Serbest Radikallerin Neden Olduğu Hastalıklar: 

1. Ateroskleroz 

2.Kanser 

3.Alzheimer hastalığı 

4.Parkinson hastalığı 

5.Esansiyel hipertansiyon 

6.Katarakt 

7.Fankoni anemisi 

8.Bloom sendromu 

9.Amiloidoz 

10. Diabetes melitus 

11.Lanek sirozu 

12.Amiyotrofik lateral skleroz 
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1.4. Elektromanyetik Spektrum Bölgeleri 

 

GüneĢ, canlılar için vazgeçilmez yaĢam kaynaklarından biridir. Yeryüzüne ulaĢan 

ıĢığın büyük kısmı görünür ve infrared ıĢınlardan, geri kalan %5‟den az kısmı ise 

ultraviyole ıĢınlardan oluĢur [72,73]. GüneĢ, elektromanyetik spektrumdaki tüm 

dalga boylarından ıĢın yaymaktadır. GüneĢten gelen bazı UV dalgaları yerküre 

atmosferini geçmekte, ancak ozon tabakası gibi bazı gazlar tarafından 

tutulmaktadırlar. Bazı günler daha fazla UV radyasyonu dünyaya ulaĢmaktadır. 

Bilim adamları UV radyasyonunun zararlı etkilerinden insanların korunmasında, 

yardımcı olacak UV indeksini geliĢtirdiler [75]. Elektromanyetik dalgalar, dalga 

boylarına veya enerjilerine göre çok geniĢ bir alana yayılırlar. Elektromanyetik 

spektrum bölgeleri ġekil 1. 5. deki gibi gösterilebilir. 

 

 

 

 
Şekil 1. 5. Elektromanyetik spektrum bölgeleri [76] 
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Çizelge 1. 5.‟de ise elektromanyetik spektrumdaki ıĢınlar ve dalga boyları ayrıntılı 

bir Ģekilde belirtilmektedir. 

 

Çizelge 1. 5. Elektromanyetik spektrumdaki ıĢınlar ve dalga boyları [77] 

 

          IġINLAR                              DALGA BOYLARI      

 

         Gama IĢınları                       <0,1A
0 

         X IĢınları                              0,1-100A
0 

         Vakum                                 10-200 nanometre (nm) 

         UV-C(far-UV)                    200-280 nanometre (nm) 

         UV-B(mid-UV)                  280-320 nanometre (nm) 

         UV-A(near-UV)                  320-400 nanometre (nm) 

         Görünür IĢınlar                    400-700 nanometre (nm) 

         IR Civarı                              0,74-1,5 mikrometre ( μm ) 

         IR                                        1,5-5,6 mikrometre ( μm ) 

         IR Ötesi                               5,6-1000 mikrometre (μm ) 

         Mikrodalgalar                      1-5 milimetre (mm) 

         Radyo Dalgaları                   >5milimetre (mm) 

 

 

 

1.4.1. Ultraviyole (UV) 

 

Ultraviyole radyasyon, tüm hayatımız boyunca maruz kaldığımız bir tür görünmez 

iyonize olmayan radyasyon Ģeklidir. UV, solar radyasyonun doğal düĢük yoğunluklu 

bir bileĢenidir [74]. Ultraviyole ıĢınlarının, fotosentez, D vitamini sentezi, patojenleri 

öldürmek, ısı sağlamak, bazı deri hastalıklarını iyileĢtirmek (fototerapi) gibi yararlı 

etkileri vardır. UV‟ nin aynı zamanda ciltte güneĢ yanığı, fotoallerjik ve fototoksik 

reaksiyonlar, fotoimmunolojik değiĢikler, mutasyonu uyarma, deri yaĢlanması ve 

deri kanserleri ayrıca göz kapakları ve gözlere de zararlı etkileri vardır [72].  
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UV radyasyonu derinliğine nüfuz edemediği için derin dokuları etkilemez. UV‟den 

etkilenen organlar göz ve deridir [74]. Ultraviyole ıĢınları, dalga boylarına göre 200-

280 nm UV-C, 280-320 nm UV-B, 320-400 nm UV-A olmak üzere 3gruba ayrılır. 

Yeryüzüne ulaĢan UV ıĢınlarının %90-95‟i UV-A, %5-10‟u UV-B‟den oluĢur. UV-

B‟nin büyük kısmı ozon tabakası tarafından tutulduğu için güneĢ ıĢığında az 

miktarda bulunur. UV-C ise dünyaya ulaĢmadan ozon tabakası ve nem tarafından 

tutulduğu için güneĢ ıĢığında yoktur.  

 

Stratosferdeki ozon tabakası son yirmi yılda incelmeye hatta yok olmaya baĢlamıĢtır. 

Ozon tabakasının bozulmasının baĢta gelen nedenlerinden biri (CFC) 

kloroflorokarbon bileĢenlerinin kullanımının artmasıdır. Ozon tabakasındaki incelme 

sonucu yeryüzüne ulaĢan UV-B‟nin miktarı artar. Ayrıca normalde yeryüzüne 

ulaĢamayan ve güçlü kanserojen olan UV-C‟de yeryüzüne doğrudan ulaĢır [72].  

 

1.4.1.1. UV-A Işını 

 

Dalga boyu 320-400 nm arasındadır. UV ıĢınları içinde dalga boyu en fazla ve 

enerjisi en az olan ıĢınlardır. GüneĢ kaynaklı UV-A ıĢınları atmosfer tarafından 

tutulmamakta, camdan geçebilmektedir. Dermis olarak bilinen iç deriye kadar nüfuz 

edebilmektedir. Bu yüzden erken yaĢlanmaya ve deride kırıĢıklıklara, deri kanserinin 

ilerlemesine neden olmaktadır [75]. Deride var olan pigmentlerin oksidasyonunu 

sağlayarak hızlı bir pigmentasyona sebeb olur, ancak bu çabuk kaybolan geçici bir 

pigmentasyondur. UV-A, deri hastalıklarının tedavisi amacı ile de kullanılmaktadır 

[72]. Göze gelen UV-A lens tarafından soğurulur [10]. 

 

1.4.1.2. UV-B Işını 

 

Dalga boyu 280-320 nm arasında olan ve hem enerji hem de dalga boyu açısından 

UV bandının ortasında yer alan ıĢınlardır. UV-A‟dan yaklaĢık 1000 kez daha 

güçlüdür [75]. Biyolojik olarak zararlı olan UV-B radyasyonu stratosferik ozonun 

konsantrasyonuna bağlı olarak yer yüzeyine ulaĢmaktadır. UV-B'yi absorbe ederek 

yeryüzeyine ulaĢmasını engelleyecek sadece stratosferik ozon tabakası değildir. UV 
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ıĢınlarının büyük bir kısmı da bulutlar tarafından absorbe edilmektedir. Atmosferik 

kirlilik, UV ıĢınlarına maruz kalmayı yerel ve küresel olarak etkileyebilmektedir. En 

önemli etkisi insanların bağıĢıklık sistemini zayıflatmasıdır. Diğer bir önemli etkisi, 

insanlarda geçici körlük, korneanın zedelenmesi ve ileri yaĢlarda katarakta sebep 

olmasıdır. UV-B ıĢınlarının insanlar üzerine bir baĢka zararlı etkisi de deri kanseridir. 

Uzun süreli UV-B ıĢınları altında kalındığı takdirde önce deri hücrelerinde bozulma, 

40 yaĢlarında tümör oluĢumu ve 50 yaĢlarında da ileri safhada kanser oluĢumu 

görülebilmektedir [75]. Deride kalıcı pigmentasyona neden olur. UV-B ıĢınları 

pencere camından geçmez. GüneĢ yanığınınen büyük sorumlusudur[72].  

 

Göze ulaĢan UV-B‟nin çoğunluğu korneanın epiteli ve stroma hücrelerinde 

soğurulur. Kalan UV-B‟ nin de tamamı lens tarafından soğurulur. Kornea epiteli 

hücreleri UV- B‟ye doğrudan maruz kalan ilk hücre tabakasıdır[10]. 

 

1.4.1.3.  UV-C Işını 

 

Dalga boyu 200-280 nm arasında UV‟nin C bandında, dalga boyu en kısa, enerjisi en 

yüksek olan ıĢınlardır. Deri veya göz ile teması sonucunda kansere yol açmaktadır. 

Koruma önlemi almadan hiçbir Ģekilde UV-C radyasyonuna maruz kalınmamalıdır. 

GüneĢ kaynaklı UV-C ıĢınları ozon tabakası tarafından filtre edilir ya da 

atmosferdeki gazlar tarafından tutulmaktadır [75]. 
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Şekil 1. 6. UV ÇeĢitlerinin Gözdeki Hasarı [78] 

 

 

1.5. Hücre Kültürü 

 

Hücre kültürü tanımı canlı dokuların vücut dıĢında yaĢatılmasını, sürekli üretimini ve 

geliĢimini ifade etmektedir. Canlı yapılardan elde edilen dokular, vücut ısısında 

kültüre edilmekte ve vücudun özgün fizyolojik konumunu taklit eden besleyici 

sıvılarda beslenerek çoğaltılmaktadır [79]. Hücre kültürleri, günümüzde sitogenetik 

biyokimyasal ve moleküler biyolojik çalıĢmalarda, tanı veya araĢtırma ve üretim 

amacıyla yoğun olarak kullanılmaktadır. Hücre kültürünün amacı, bir grup hücreyi 

yaĢatmak, ileri çalıĢmalar için çoğaltmak, gerektiğinde kullanmak için dondurarak 

saklamaktır [80].  

 

1.5.1. Hücre Kültürünün Tarihçesi 

 

Hücre kültürünün tarihçesi 1800‟lü yıllara kadar uzanır. Ġlk olarak 1866 yılında in 

vitro doku kültürü çalıĢılmıĢ ve amfibi kan hücrelerinin 35 gün canlı kalabilmesi 

sağlanmıĢtır. 1885‟te Wilhelm Roux, tavuk embriyosunun medüller tabakasını 

alarak, ılık salin solüsyon içinde günlerce canlı tutarak doku kültürünün temellerini 
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atmıĢtır. 1903 yılında Jolly, in vitro koĢullarda hücre bölünmesi ve yaĢamı ile ilgili 

ilk detaylı gözlemleri yapmıĢtır. Semenderlerden bir ay boyunca asılı damlalar 

seklinde lökosit elde etmiĢtir. Bu çalısma 1906 yılında, Ewing ve Beebe tarafından 

takip edilmis ve doku kültürü kavramına ilk gerçek giriĢimi oluĢturmuĢtur [81].  

 

1910-1914 yılları arasında temel hücre, doku ve organ kültürlerinde önemli adımlar 

atılmıĢtır. Aseptik koĢullarda çalıĢmalar yapılmıĢ ve 1914 yılında da gerçek anlamda 

ilk doku kültürü yapılmıĢtır. 1913 yılında Burrows ve Carrell, hayvan hücrelerinin 

aseptik koĢullar altında düzenli beslenmeleri halinde kültür ortamında uzun süre 

büyüyebileceğini göstermiĢlerdir. 1952‟de insan servikal karsinomasından türeyen 

hücrelerin sürekli (continuous) serisini ortaya konmuĢtur ki, bu bugün iyi bilinen 

Hela hücre serisi olmuĢtur. 1955–1960 yılları arasında Eagle, bugün de kullanılmakta 

olan temel hücre kültürü vasatlarını hazırlamıĢtır. 1979 yılında Green ve arkadaĢları 

epidermal hücre kültürleri hazırlamıĢlardır. Dünya genelinde süregelen çalıĢmaların 

devamında 1986‟da Martin ve Evans ile arkadaĢları fareden pluripotent embryonik 

kök hücrelerini izole ederek kültürünü yapmıĢlar 1992‟de Rosenfield ve arkadaĢları 

genetik olarak modifiye edilmiĢ hücreleri çeĢitli hastalıkların tedavisinde kullanmaya 

baĢlamıĢlardır. 1998‟de de Thomson ve Gearhart ve yardımcıları insan embriyonik 

kök hücrelerini izole etmeyi baĢarmıĢlardır [81]. 

 

1.5.2. Hücre Kültürlerinin Sınıflandırılması 

 

Hücre kültürleri primer doku eksplantlarından, sürekli hücre serilerinden veya kök 

hücrelerinden türetilebilir. Primer hücre kültürleri tipik olarak sınırlı bir yaĢam 

süresine sahipken (belli bir bölünme sayısından sonra çoğalma durur), sürekli hücre 

serileri (hücre soyları) anormal (kanser hücreleri gibi) ya da transformasyona 

uğratılmıĢ hücre serileridir. Kök hücreler ise vücudumuzda bütün dokuları ve 

organları oluĢturan ana hücrelerdir. Henüz farklılaĢmamıĢ olan bu hücreler sınırsız 

bölünebilme ve kendini yenileme, organ ve dokulara dönüĢebilme yeteneğine 

sahiptir [80]. Günümüzde kültürler çoğunlukla dokudan ayrıĢtırılmıĢ olarak hücre 

süspansiyonlarında yapılmaktadır. Ancak çoğu doku hücreleri süspansiyon ortamda 

yaĢamaya uyumlu değillerdir ve bölünmek ve çoğalmak için katı bir yüzeye 



25 

 

gereksinim duyarlar. Hücre kültürleri için bu gereksinim plastik doku kültür 

kaplarının yüzeyi ile karĢılanır. Kandan türemiĢ hücre serileri (lösemi ve lenfoma 

hücre serileri gibi) süspansiyon besiyerlerinde üremeye eğilimliyken, akciğer ve 

böbrek gibi solid dokulardan türemiĢ hücre serileri tutunarak tabaka Ģeklinde üreme 

eğilimindedirler. Hücrelerin türlerine göre gereksinimleri farklılıklar göstermekle 

birlikte çoğu hücreler, kültür kapları kollajen ya da laminin gibi özel ekstrasellüler 

matriks yapılarıyla kaplanmazsa çoğalmaz ve farklılaĢmazlar [82, 83, 84].  

Hücre Kültürler: primer hücre kültürleri, diploid hücre kültürü ve hücre soyları 

olmak üzere üçe ayrılır. 

 

1.5.2.1 Primer Hücre Kültürü  

 

Bir organizmanın dokularından doğrudan hazırlanan kültüre „primer kültür‟ denir. 

Dokunun fizyolojik durumunu yansıtan bu hücreler, genotip ve fenotip olarak orijinal 

doku hücresi ile aynı özellikleri içerir. Primer kültürlerin kromozomal anomalileri 

olmadığından daha normal fenotipleri vardır. Ancak bu hücrelerin deneysel çoğalma 

imkânları sınırlıdır [85]. Primer hücre kültürleri ilk pasajdan sonra bir kültür 

ortamından diğerine taĢınırlar. Bu iĢleme subkültür denir. Yeni üretilen hücre 

kültürleri aynı fonksiyonel özelliklere sahip hücre hatlarını oluĢtururlar. Hücre 

hatları, hücrelerin orjinali olan dokunun özelliklerine göre değiĢmek Ģartıyla çeĢitli 

sayılarda subkültürlere izin verirler [86,87]. 

 

Bu hücrelerin kültür kabından alınıp çoğaltılmasıyla elde edilen kültürlere de 

„sekonder kültür‟ denir. Böylece elde edilen hücreler asıl kökenlerinin özelliklerini 

yansıtmayı sürdürürler. Örneğin, fibroblastlar kollajen salgılamaya, embriyonik kas 

hücrelerinden üretilen hücreler kültür ortamında kas lifleri oluĢturarak kendiliğinden 

kasılmaya, sinir hücreleri aksonlarını uzatarak diğer sinir hücreleriyle sinapslar 

yapmaya, epitel hücreleri de sağlam bir epitelin özelliklerini taĢıyan tabakalar 

oluĢturmaya devam ederler. Primer hücre kültürleri “sonlu‟‟ (finite) dir. Yani 

pasajlamalar sonunda hücreler yaĢlanarak ölür. Bu nedenle, primer hücrelerle belirli 

sayılarda pasajlama yapılabileceği için deneylerin bu dönemde yapılması çok 

önemlidir. Primer hücrelerle çalıĢabilecek pasaj sayısı hücre tipine göre 
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değiĢmektedir. Primer hücreler pasajlamalar sonucunda ölümsüz (immortalize) 

olabilirler, bu durumda, bir hücre soyu (cell line) elde edilmiĢ olur. Bir dokudan 

mekanik ya da enzimatik yöntemlerle izole edilen primer hücreler için 4 farklı 

geliĢme aĢaması belirlenmiĢtir: 

 

a- Hücrelerin dokunun dıĢındaki in vitro ortama alıĢmaları 

b- Eksponansiyel çoğalma aĢaması 

c- Hücrelerin giderek çoğalma hızının yavaĢladığı durum 

d- Hücrelerin yaĢlandığı, çok zor bölündüğü ve ölmeye baĢladıkları aĢamadır. 

 

Deneyler eksponansiyel büyüme döneminde planlanmalı, bu hücrelerin bir kısmı 

dondurularak, ilerideki çalıĢmalar için saklanmalıdır. Primer hücre kültürlerinde tek 

bir hücre tipi hakkında elde edilebilecek en iyi bilgiyi edinmek için o hücrenin 

dokudan diğer hücre tiplerinden ayrılarak izole edilmesi gerekir. Bunun sonucunda 

oluĢan homojen hücre popülasyonu ya doğrudan ya da kültür ortamında (besiyeri, 

medium) çoğaltıldıktan sonra analiz edilebilir. Farklı hücre türlerini içeren doku 

süspansiyonundan değiĢik yöntemlerle ayrılarak (izole edilerek) tipleri belirlenebilir.  

 

DeğiĢik hücre türlerinden oluĢan bir dokudan tek bir (uniform) tip hücreleri ayırmak 

için yapılması gereken ilk iĢlem, tüm hücreleri bir arada tutan ekstrasellüler matriksi 

ayırmaktır. Bunun için doku örneği,  proteinleri parçalayan tripsin ve kollajenaz gibi 

proteolitik enzimler ve hücre adezyonunda rol oynayan kalsiyum iyonunu (Ca+2) 

bağlayan EDTA gibi ajanlarla muamele edilir. Çoğu omurgalı hücreler kültürde 

sınırlı sayıda bölünmeden sonra hücre ölümü (cell senescence) denilen bir sürece 

girere bölünmeyi durdururlar. Örneğin, insan fibroblastları kültürde sadece 25-40 kez 

kadar bölünürler. Bu olay telomerlerin kısalmasına bağlıdır. Ġnsan somatik hücreleri 

telomeraz enziminin yapımını durdurdukları için telomerler kısalmakta vehücrelerin 

yaĢamı da sınırlı olmaktadır. Bu hücrelere telomeraz enziminin katalitik altbirimini 

kodlayan bir gen katılmasıyla sonsuz çoğalmaları sağlanabilir ve böylece ölümsüz 

(immortalized) hücre serisi olarak kullanılabilirler [80]. 
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1.5.2.2. Diploid Hücre Kültürleri 

 

Primer kültürlerin subkültürlerinden elde edilir. Tekrarlanan pasajlar sonucu orijinal 

dokunun karyotipini kaybetmemiĢ olan hücre dizileri olarak tanımlanır [84,88]. Bu 

kültürlerdeki bütün hücreler orijinal olan dokunun % 85 karyotipine sahiptir. Diploid 

kültürlerde bazı hücrelerde kromozom tipleri kaybolabilir ve yerine baĢka bir tip 

yerleĢir. Bu hücrelere pseudodiploid hücreler adı verilir [89].  

 

1.5.2.3. Hücre Soyları 

 

Primer kültürlerden spontan mutasyonlar sonucunda kendiliğinden ya da kimyasal 

ajanlar yada virüsler eklenerek oluĢturulurlar. Tümör dokusundan alınan hücrelerden 

de elde edilirler. Primer kültürden farkları; kültürde yüksek yoğunluğa 

ulaĢabilmeleri, büyüme faktörleri ve seruma daha az gereksinim göstermeleri, 

çoğalmak için bir zemine tutunma gereksinimlerinin az olması, sonsuz çoğalma 

yetenekleri olarak sıralanabilir. Örnek olarak 3T3 fibroblastlar, L929, CHO, HL60, 

verilebilir. Hücre soyları, araĢtırmacılardan, Türkiye de ġap Enstitüsü Hücre Kültür 

Koleksiyonu‟ndan, Amerika hücre kültür koleksiyonundan veya National Institute of 

Health servislerinden elde edilebilir [90].  

 

AraĢtırmalar herhangi bir kültürün, devamlı doku kültürü olabilmesi için en az 70 

defa subkültürünün yapılmıĢ olması gerektiğini göstermiĢtir [89] . 

 

Yaygın olarak kullanılmakta olan hücre serileri ve köken aldıkları dokular Çizelge 

1.6.‟da gösterilmiĢtir.  
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Çizelge 1. 6 Hücre serileri ve kökenleri [91] 

 

 

 

 

Hücre serisi Hücre tipi ve kökeni 

L 929 fibroblast hücresi (fare) 

3T3 fibroblast hücresi (fare) 

BHK21 fibroblast hücresi (hamster) 

MDCK epitel hücresi (köpek) 

HeLa epitel hücresi (insan) 

PtK1 epitel hücresi (rat) 

L6 miyoblast hücresi (rat) 

SP2 plazma hücresi (fare) 

COS böbrek hücresi (maymun) 

DT40 lenfoma hücresi (civciv) 

R1 embriyonik kök hücreler (fare) 

HepG2 karaciğer epitel hücresi (insan) 

HEK293 böbrek epitel hücresi (insan) 

HL60 lösemi (lenfoblastik hücre) (insan) 

SH-SY5Y nöroblastoma hücresi (insan) 

H1, H9 embriyonik kök hücresi (insan) 

PC 12 kromaffin hücresi (rat) 

293 böbrek hücresi (insan), adenovirüsle transforme edilmis 

CHO over hücresi (hamster) 

E14 embriyonik kök hücresi (fare) 

T24 mesane epitel hücresi (insan) 

S2 makrofaj benzeri hücresi (drosofila) 

BY2 farklılasmamıs meristematik hücreler (tütün) 
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1.5.3. Hücre Kültürlerinin Yapılması  

 

1.5.3.1. Kültürdeki Hücrelerin Gelişme Fazları  

 

Ġn vitro kültürü yapılan hücrenin morfolojisi in vivo ortamdakine göre oldukça 

farklıdır. Ġn itro olarak çoğaltılmak istenen hücre bu esnada 4 fazdan geçer [92,93].  

 

1.5.3.1.1 Ayrılma Fazı (Dispersiyon)  

 

Direkt olarak insan, hayvan veya kültürde alınan hücreler, normal Ģekilleri nasıl 

olursa olsun süspansiyon halinde iken tek tek ya da çok sayıda bir araya toplamıĢ 

kümeler halinde serbest durumda görünürler [92]. Hücreler protoplazmalarının 

kontraksiyonu sonucu orijinal Ģekillerinden farklı olarak yuvarlak hale gelirler. Bu 

aĢama dispersiyon veya ayrılma fazı olarak adlandırılır [92,93].  

 

1.5.3.1.2. Yapışma Fazı  

 

Süspande halde serbest olan yuvarlak hücreler bir katı yüzey ile temas ettiklerinde bu 

katı yüzeye yapıĢırlar. Süspanse halde olan hücreler, katı yüzeye 37 ºC‟ de 2 saat 

içersinde yapıĢırlar. 24 saat içerisinde hücreler artık yüzeye tamamen yapıĢmıĢ ve 

yapısal Ģekillerini oluĢturmuĢlardır [92]. 

 

1.5.3.1. 3. Çoğalma Fazı  (Eksponansiyel) 

 

Hücreler, katı bir yüzeye yapıĢtıktan birkaç saat sonra çoğalma fazına girerler [92]. 

Çoğalma fazında istisnai durumlar dıĢında her bir hücreden iki hücre meydana gelir. 

Kromozom formasyonu olmadan nukleusun ve bunun hemen ardından sitoplâzmanın 

ikiye bölünmesi “amitoz çoğalma” olarak adlandırılır. Bu tip çoğalma, genellikle, az 

olmakla beraber in vitro çoğalan hücrelerde oldukça sık görülür [92,93]. Deneyler 

eksponansiyel büyüme döneminde (çoğalma fazı) planlanmalıdır. Bu hücrelerin bir 

kısmı da dondurulmalıdır. Ġlerideki çalıĢmalar için saklanmalıdır [90,94]. 
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1.5.3.1.4. Dejenerasyon Fazı  

 

Ġn vitro kültürü yapılan ve çoğaltılan hücreler, besiyeri içersindeki gerekli 

maddelerin kullanılması sonucunda azalması ya da ortamda aĢırı toksik katobolitlerin 

birikmesi sonucunda bir süre sonra dejenere olurlar [92,93].  

 

1.5.4.  Hücre Kültüründe Kullanılan Besiyerleri ve Çözeltiler  

 

Hücrelerin in vitro Ģartlarda üretilmeleri ve subkültürlerinin yapılabilmelerinin 

bulunmasıyla bu alanda geliĢtirilen çalıĢmalar hücrelerin üretilebilmesi daha uygun 

besiyerlerinin sağlanması ve embriyo ekstraktları, protein hidrolizatları lenfe benzer 

besiyerlerinin hazırlanmasına yönelmiĢtir [95,96].  

 

Hücre kültür laboratuarında en çok kullanılan sentetik besiyeri Eagle‟s Minimum 

Essential Medium (EMEM) „dur. EMEM‟un bir modifikasyonu olan Dulbecco 

Minimum Essential Medium (DMEM) kullanılan daha zengin diğer bir besiyeridir. 

Basit bir besiyeri; dengeli tuz solüsyonu, temel aminoasitler, vitaminler ve diğer 

besleyici maddelerden oluĢur. Besiyeri içerisine hücrelerin geliĢmeleri ve 

çoğalmaları için %5-10, hücrelerinin en düĢük seviyede aktivitelerini sürdürüp 

canlılıklarının devamı için ise %2 oranında hayvan serumu ilave etmek yeterli 

olmaktadır [95,96]. Medium 199 (M199) ve Raswall Park Memorial Institute 

(RPMI) hücre kültür laboratuarlarında kullanılan diğer önemli besiyerleridir [95,96].  

 

Hücrelerin geliĢimleri için besiyerlerine % 7,5-10 FBS (Fetal Bovin Serum) 

eklenirken, metabolik aktivitelerinin devamı için ise % 2 oranında FBS yeterlidir. 

Genellikle kullanılan serumlar insan veya hayvan serumu olmakla birlikte tercih 

edilen FBS‟ dur. Kültür ortamındaki bakteri ve mantar kontaminasyonunu önlemek 

için besiyerine antibiyotikler ilave edilir. Sıklıkla geniĢ spektrumlu antibiyotiklerin 

streptomisin, penisilin ve amfoterisin B (fungizone) ya da gentamisin, ampoterisin B 

ve Nystatin kombinasyonları kullanılmaktadır [95,97]. Kültür ortamı Optimum pH 

koĢulları 7.2 - 7.4 arasında olmalıdır. Hepes genellikle hücre kültürü besiyerinde 

kullanılmakta olan organik pH tamponudur. Sodyum bikarbonatın pH‟yı tamponlama 
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kapasitesi sınırlı olduğundan dolayı içersinde hem HEPES, hem de sodyum 

bikarbonat bulunduran besiyerleri sadece HEPES bulunan besiyerlerinden daha etkili 

olarak tamponlanmıĢlardır [95, 96, 97]. Besiyerleri ve besiyerlerine eklenecek olan 

bütün maddeler sterilize edilmiĢ iyonize su ile hazırlanır. BaĢarılı bir kültür sistemi 

için kültürde kullanılacak suda minerallerin olmaması gerekir [97]. Hücre kültürü 

besiyeri çalıĢma ortamında inorganik tuzların birçok görevi vardır, sodyum, kalsiyum 

ve potasyum iyonları ile hücrenin osmotik basıncını sağlarlar [80].  

 

Ġnsan doku ve hücreleri 37°C'de kültüre edilir. Buna karĢın canlı vücudunda deri gibi 

daha düĢük ısılarda varlığını sürdüren hücre veya doku kültürleri için 1-2°C daha 

düĢük ısılar kullanılabilir [ 98, 99, 100]. Genellikle istenen nem oranı %97' dir [98]. 

Hücrelerin büyümesi için gerekli olan O2 miktarı bir hayli azdır. Hücre kültürü 

çalıĢmalarındaki; O2 miktarı %1-10 arasında olduğu koĢullarda, hücre büyümesi 

belirgin olarak artmaktadır [98]. 

 

1.5.5. Dondurularak saklama 

 

Hücreler sıvı azot içinde -196 °C‟de, bu düĢük sıcaklığa dayanacak özel plastik 

tüplerya da cam vialler içinde saklanır. Hücreler, büyüme çözeltileri % 10–20 serum 

ve % 5-10 gliserol ya da DMSO içeren bir çözelti içine alınarak dondurulurlar 

[91,95]. DMSO çok etkin bir kriyoprotektan madde olup, özellikle fibroblast benzeri 

hücreler ve lenfositler baĢarılı bir Ģekilde dondurulmaktadır. Gerekirse 

kriyoprotektan maddeler dondurma ve çözme iĢlemleri sırasında suyu bağlayarak 

hücre içerisindeki elektrolit miktarını ve mevcut suyun buz kristallerine dönüĢmesini 

azaltır [95,97].  

 

1.5.6. Dondurulmuş Hücrelerin Çözünmesi  

 

Sıvı azot tankından çıkarılan kriyotüpler daha önceden hazırlanmıĢ olan 37 ºC de su 

banyosuna direk olarak daldırılır ve kolayca erimesi için çalkalanır. Çözünme olayı 

yaklaĢık olarak 40- 60 saniye içerisinde gerçekleĢir. Su banyosundan çıkarılan 

kriyotüplerin etrafı %70‟lik alkol ile iyice silinir. Kriyotüplerin kapağı açılır. Sonra 
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içindeki çözünmüĢ hücre süspansiyonu, pastör pipeti veya bir Ģırınga yardımıyla 

alınarak Ph‟sı 7, 2 olan besiyerine konulur. Kriyoprotektan maddenin ortamdan 

atılması için kültürün besiyeri ertesi gün değiĢtirilmelidir. Ya da kriyotüpteki hücre 

süspansiyonu bir santrifüj tüpüne aktarılarak üzerine hücre canlılığı açısından 

oldukça önemli olduğu için bekletmeden 10 ml kadar üretme besiyeri konulur ve 

santrifüj edilir. Üstteki sıvı uzaklaĢtırılır. Altta kalan hücre çökeltisi hücre besiyeri ile 

süspanse edilerek inkübasyona bırakılır [95,97].  

 

 

1.6. Sitotoksisite ve Değerlendirilmesi 

 

Hücre canlılığı, bir örnekteki canlı hücrelerin sayısı olarak, hücre proliferasyonu ise, 

bir kültürde bölünen hücrelerin sayısının belirlenmesi olarak tanımlanmaktadır. Canlı 

hücre sayısı ve hücre proliferasyonunun doğru ve hızlı tesbiti, in vitro ve in vivo 

çalıĢmaların deneysel aĢamalarında önemlidir. Canlı hücre sayısını belirlemede en 

çok tercih edilen yöntem, tripan mavisi ile otomatik hücre sayım cihazında sayım 

yapılmasıdır. Hücre proliferasyon yöntemleri genellikle hücre biyolojisinde çoğalma 

faktörlerini, sitokinleri ve ortam bileĢenlerini çalıĢmak için sitotoksik ajanları ve 

lenfosit aktivasyonlarını gözlemlemek amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır.  

 

Proliferasyonu ölçmek için kullanılan yöntemler genellikle plazma membranı 

permeabilitesindeki değiĢimler üzerine kurulmuĢtur. Bu yöntemlerde, hücreler 

irreversibl olarak hasara uğratılır, plazma membranı ise hasar görmeden kalır. 

Bundan dolayı bu yöntemler, hücresel hasarın tesbitinde önemli bir yer 

oluĢturmaktadır. Ölü hücreler çeĢitli tetrozolyum tuzlarını metabolize etme 

yeteneğine sahip değillerdir. Hücrelerin metabolik aktiviteleri azaldığında hücresel 

hasar ve ölümün çok geç basamaklarında, MTT, XTT, WST-1 gibi çeĢitli 

kolorimetrik yöntemler kullanılmaktadır. Kolorimetrik yöntemlerin hücre kültüründe 

herhangi bir faktöre bağlı indüklenmiĢ sitotoksisite kantitasyonunda 24-96 saatlik 

döngüde çok hassas oldukları bilinmektedir. Hücre aracılı sitotoksisiteyi ölçmede 

efektör ajanlar, hedef hücrelere bağlanarak aktive olmaktadırlar. Bu aktivasyon, 

efektör hücre tarafından oluĢturulan formazan kristallerindeki üretim miktarındaki 

artıĢ ile sonuçlanmaktadır. Bu da, hedef hücre ölümünden kaynaklanan, azalmıĢ 
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formazanı maskelemeyi hedeflemektedir. MTT, XTT, WST-1 genel olarak metabolik 

aktiviteyi ölçen testlerdir.  

Canlı yani metabolik olarak aktif hücreler, tetrazolyum tuzlarını formazan 

bileĢiklerine indirgemektedirler. Bundan dolayı tetrazolyum bazlı kolorimetrik 

yöntemlerle, hücre canlılığı ölçülebilmektedir [101]. 

 

1.7. Apoptoz   

 

Apoptoz pek çok fizyolojik ve patalojik durumda görülen, fizyolojik hücre 

fonksiyonlarının geri dönüĢümsüz kaybı olarak da tanımlanabilen programlanmıĢ 

hücre ölümüdür [102]. 1920 yılında hücre ölümüyle ilgili ilk olarak nekroz 

tanımlanmıĢtır ve ilk kez Kerry, Wyllie ve Currie tarafından 1972 yılında iskemiye 

(oksijen eksikliği) maruz kalmıĢ dokunun çevresinde nekrozdan farklı bir hücre 

ölümü gözlenmiĢtir ve bu ölüm çeĢidine ağaç yapraklarının gövdeden ayrılması 

anlamında kullanılan „apoptozis‟ adı verilmiĢtir [103]. Apoptoz embriyonik geliĢim 

sırasında parmakların ayrılmasından sindirim sisteminin yapılanmasına ve immün 

sistem düzenlenmesine kadar bireyin yaĢam sürecinde karĢılaĢılan bir olaydır.  

 

1.7.1. Apoptoz Ne İşe Yarar?  

 

Apoptotik hücreler organizmada bazı doku ve hücrelerde sürekli oluĢmakta ve bu 

süreç ömür boyu devam etmektedir. Böylece apoptozis ve yeniden yapım anlamına 

gelen mitozis dokularda doku iç dengesini oluĢturmak üzere dinamik bir denge 

Ģeklinde devam etmektedir. Bu doku ve hücrelere örnek olarak ince bağırsaklar, deri, 

timus, uterus, beyin ve göz gösterilebilir [104, 105, 106, 107].  

 

Apoptoz çok hücreli canlıların geliĢimi esnasında görülür. Kurbağaların 

metamorfozisi sırasında kuyruklarının kaybolup yetiĢkin forma geçmesi ve 

kuyruktaki hücrelerin apoptozisle ölerek kaybolması örnek olarak verilebilir. Yine 

insan embriyosunun el parmakları arasında bulunan perdelerin, buradaki hücrelerin 

apoptozisle ölmesine paralel olarak kaybolduğu düĢünülmektedir [108,109].  
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1.7.2. Apoptozun Morfolojisi  

 

Programlı hücre ölümü olarak bilinen apoptoziste asıl morfolojik olay nükleusların 

(çekirdekçik) yoğunlaĢması ve sonra parçalara ayrılmasıdır [110]. Normalde bir 

hücrede ard arda gerçekleĢen yedi kırılma tamir edilirken, apoptozis sırasında 

300000 kırılma olur ve hücre onarımı yapılamaz [111,112]. Apoptoz için sinyal 

alındıktan sonra hücre küçülmeye baĢlar, hücre iskeleti dağılır ve çekirdek zarı 

erimeye baĢlar. Bu olayları takiben çekirdek DNA‟sı parçalara ayrılır [103,113]. 

Apoptotik hücrelerin DNA‟sı agaroz jel elektroforezinde merdiven basamağına 

(ladder fosmasyonu) benzer ve bu apoptoz için karakteristik bir görünüm sağlar [103, 

114, 115].  

 

1.7.3. Apoptozisin Aşamaları  

- Apoptozisin indüksiyonu  

- Hücre yüzey ölüm reseptörlerinin saptanması  

- Sitokrom c‟ nin salıverilmesi  

- Apoptozom oluĢması ( Sitokrom c + Apaf-1+ kaspaz-9)  

- Mitokondriyal transmembran potansiyelin değiĢmesi  

- Kaspazların aktivasyonu  

- Fosfotidilserinin hücre mebranının iç yüzeyinden dıĢ yüze transloke olması  

- DNAaz‟ ın aktivasyonu sonucu DNA‟ nın fragmentasyonu   

-Yapısal proteinlerin yıkılmasına bağlı olarak apoptozise özgü morfolojik 

değiĢiklerin meydana gelmesi [116].  

 

1.7.4. Apoptoz ve Nekroz Arasındaki Farklar  

 

Apoptozu iyi anlamak için klasik hücre ölümü olarak da bilinen nekrozu iyi anlamak 

ve bunun için iki ölüm Ģeklinin karĢılaĢtırılması gerekmektedir. Apoptozis hem 

hastalıkta hem de sağlıkta görülen, hücrelerin proliferasyonlarını kontrol altında 

tutulmasını sağlayan programlı hücre ölümüdür. Aynı zamanda apoptoz pek çok 

hastalık prosesinin patogenezinde ve neoplastik hücrelerinde sistemik terapiye 

cevapta merkezi bir elementtir [117].  
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Apoptoz, nekroz, otofaji, anoikis ve mitotik katastrof gibi programlı veya indüklenen 

hücre ölümleri tanımlanmıĢ olmasına rağmen, içlerinde sistematik olarak en iyi 

çalıĢılanı, apoptozisin moleküler çalıĢabilirliği olmuĢtur. Apoptoziste hücre küçülür, 

yoğunlaĢır, çevreyle olan iliĢkisini kaybeder. Mitokondri veya diğer organellerde 

ĢiĢme olmaz, lizozomlar (intihar kesecikleri) sağlam kalır [102].  

 

Nekrozisde hücre içine fazla sıvı girmesi sebebiyle hücre ĢiĢer ve plazma membranı 

bütünlüğü kaybolur. Dolayısıyla plazma membranı hasar gördüğü için, hücre içeriği 

dıĢ ortama verilmesi sonucu inflamasyon uyarılır. Buna karĢın apoptotik hücre 

membranı intak olduğu için, membranlar hasarlanmadan komĢu hücre ve makrofajlar 

tarafından fagosite edilir ve inflamasyon riski oluĢmaz [116]. 

 

 

 

 Şekil 1. 7. Apoptotik süreç [116]  
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                                         2. MATERYAL VE YÖNTEM 
 

2.1. Kullanılan Cihazlar ve Kimyasallar 

 

Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Atatürk Eğitim ve AraĢtırma Hastanesi bünyesinde 

bulunan Keratokonus ve Refraktif Cerrahi Merkezi‟nde Keratokonus tanısı konulan  

ve korneal çapraz bağlama (CCL) tedavisi kararı verilen hastalardan, tedavi 

esnasında rutin olarak soyulan ve atılan kornea epitel dokusu kullanılmıĢtır. Yine 

aynı merkezde kırma kusuru tedavisi (excimer lazer tedavisi) olmak üzere baĢvuran 

hastalardan rutin olarak soyulan ve atılan kornea epitel dokusu kullanılmıĢtır.  

 

UV Maruzat Cihazı (Nehir Biyoteknoloji UV-Exposer UVX-290-400), Laminar flow 

kabin(ESCO class ll BSCLaminar Flow Cabinet, Labor Ġldam, Türkiye), soğutmalı 

santrifüj (ROTINA 380R Hettich, Almanya), inverted mikroskop ( Leica DM6000B, 

Ġsveç), DAPI filtresi, FITC floresan filtresi vorteks, elisa plate okuyucu (BĠOTEK 

GEN5 Elisa Reader Power Wave XS2), karbondioksitli etüv (Binder CB150) ), 

hassas terazi (Mettler toledo MS204), 24 well plate (BD, USA), 12 well plate (BD 

USA),25 cm²‟lik hücre kültür flaskı (BD, USA),0,2 μm filtre (Sartorius),15 ml 

santrifüj tüpü (Nunc, Almanya), mikropipet (20μm-100μm-1000μm Scaltec, 

Almanya), disposable pipet (2ml, 5ml,10ml ) çeĢitli cam malzemeler kullanılmıĢtır.  

 

Dulbecco‟s Modified Eagles Medium (DMEM, Biological Industries, Ġsrail), fetal 

bovin serum (FBS, Biological industries, Ġsrail), penicillin-streptomycin (antibiyotik, 

Biological Industries, Ġsrail), tripsin-EDTA Soluition (Biological Industries, Ġsrail), 

PBS (fosfat buffer saline) (Sigma, ABD), „Corneal Cell Epithelium with Growth 

Supplement-GIBCO‟, „Corneal Epithelial Cell Basal Medium-ATCC‟, 

„Keratinocyte-SFM serum-free medium‟ besiyerleri amniyotik membran, Tip IV - 

Tip I Kollajen ve Hiyaluronik asit gibi yüzey modifiye edici ajanlar, kollajenaz, 

CaCl2, “Hanks ‟Balanced Salt Solution”, WST-1 (Roche, Almanya), Hoechst 

33342(Serva, Ġsrail) and propidium iodide (PI, Serva, Ġsrail), Etanol (Merck, 

Almanya) kullanılmıĢtır. 
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2.1.1. Hücre UV Maruzat Cihazı Geliştirilmesi 

 

Nehir Biyoteknoloji firması cihaz tasarımında geniĢ spektrumlu iki UV ampülü 

üzerine bir UV-A filtresi ve bir UV-B filtresi yerleĢtirmiĢtir. Kullanıcının UV 

ıĢınımdan korunması için ve cihaz içerisinde UV ıĢığın iç duvarlardan yansımasını 

engellemek için eloksal kaplı alüminyum plakalar ile cihazı oluĢturmuĢtur. Eloksal 

kaplama ile cihazın elektrik kaçaklarının da önüne geçilmiĢtir. Hücrelerin UV ıĢığa 

olan uzaklığı değiĢtirilerek farklı uzaklıklardan farklı Ģiddetlerde ıĢık sağlanacaktır.  

 

 

 

Şekil 2. 1. UV Maruzat Cihazı, Nehir Biyoteknoloji UV-Exposer UVX-290-400 

 

 

2.2. Kornea epiteli hücre örneklerinin toplanması  

 

Projenin ilk dönemi sürecinde keratokonuslu epitel dokusu ve normal epitel dokusu 

toplanarak primer hücre kültürü çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. Korneaya ait primer 

epitel hücre kültürünün gerçekleĢtirilebilmesi amacıyla, Yıldırım Beyazıt 

Üniversitesi Atatürk Eğitim ve AraĢtırma Hastanesi bünyesinde bulunan 

Keratokonus ve Refraktif Cerrahi Merkezi‟nde Keratokonus tanısı konulan ve 
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korneal çapraz bağlama (CCL) tedavisi kararı verilen hastalardan, tedavi esnasında 

rutin olarak soyulan ve atılan kornea epitel dokusu alınmıĢtır.  

 

Kontrol grubu hücrelerinin oluĢturulabilmesi amacıyla, yine aynı merkezde kırma 

kusuru tedavisi olmak üzere baĢvuran hastalardan rutin olarak soyulan ve atılan 

kornea epitel dokusu alınmıĢtır.  Bu sebepten kırma kusuru tedavisi (excimer lazer 

tedavisi) adayları keratokonus olmayan kontrol grubu olarak alınıp çalıĢılmıĢtır. 

Hastalardan alınan kornea epiteli dokularının kullanılabilmesi için gereken izinler 

alınmıĢ olup, etik kurulu raporu EK-1‟de verilmiĢtir. 

 

Alınan dokular soğuk taĢıma kabında hücre kültürü besiyeri içerisinde Kırıkkale 

Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik AraĢtırma Laboratuvarı‟na getirilmiĢ ve burada 

hücre kültürasyon iĢlemleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

 

2.3. Kornea epiteli hücre kültürünün gerçekleştirilmesi  
 

 

Primer kültürler, doğrudan dokudan elde edilen kültürler olup hücrelerin normal 

metabolik aktivitelerini sürdürebilmeleri için gerekli olan mikro-çevreyi sağlayan 

besleyici solüsyonlar içerisinde in-vitro Ģartlarda üretilmesine dayanır. 

 

Bu amaçla, hastadan alınan kornea örneklerinin birincil hücre kültürlerinin 

oluĢturulabilmesi için keratokonuslu ve normal bireylerden alınan epitel dokusu 

örnekleri, hücre kültürü besiyeri içerisinde (Dulbecco‟s Modified Eeagle‟s Medium-

DMEM) laboratuvara getirilip laminar flow kabin içerisinde petri kabına 

konulmuĢtur. Üzerine 1,5 mL Tripsin EDTA eklendikten sonra, enzim içerisinde 

steril bistüri ile küçük parçalara ayrılmıĢtır. 10 dakika enzim içerisinde 37°C‟de 

bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda petriden falkona alınarak 3000 rpm‟de 3 dk. santrifüj 

edilmiĢtir. Santrifüjün ardından süpernatan kısmı atılıp dipte kalan pellet üzerine 6 

mL taze besiyeri eklenmiĢtir. 2 ayrı flaska ekim yapılarak, iki günde bir hücrelerin 

çoğalıp çoğalmadığı kontrol edilmiĢtir.  
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Kornea epitellerinin kültürasyon iĢlemleri boyunca farklı besi ortamlarında 

çoğaltılması denenerek hücrelerin kültür kaplarına en iyi Ģekilde tutunduğu besiyeri 

ile çalıĢmalara devam edilmiĢtir. Çünkü kornea epitel hücrelerinin petri kabı 

zeminine tutunmaları pek kolay olmamıĢtır. Bu amaçla denenen besiyerleri; 

„Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium-DMEM‟,„Corneal Cell Epithelium with 

Growth Supplement-GIBCO‟, „Corneal Epithelial Cell Basal Medium-ATCC‟, 

„Keratinocyte-SFM, serum-free medium‟ besiyerleri ve hatta bunların 

kombinasyonları Ģeklindeki kültür ortamları denenmiĢ, en uygun olan ortamın 

hangisi olduğuna karar verilmeye çalıĢılmıĢtır. 

  

Keratokonuslu epitel dokusu ve normal epitel dokusu ile yapılan hücre kültürü 

çalıĢmalarında en baĢarılı sonucun “Keratinocyte-SFM, serum-free medium” ile 

alınabileceği belirlenmiĢtir. Bu besiyeri ile birlikte “Corneal Epithelial Cell Basal 

Medium-ATCC” de kullanılabilir olarak belirlenmiĢtir.  

 

Bunun yanında farklı tekniklere de baĢvurulmuĢtur örneğin; bir amniyotik membran 

kullanılarak, bu membranın petri kabı zeminine yerleĢtirilmesi ve daha sonra hücre 

ekiminin yapılması Ģeklinde çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢtir. Amniyotik membran 

kullanımı dıĢında hücre kültür kaplarını modifiye etmek amacıyla Tip IV - Tip I 

Kollajen ve Hiyaluronik asit gibi yüzey modifiye edici ajanlar kullanılmıĢtır. Bunlar 

ile yapılan çalıĢmalarda hücrelerin plate üzerine ekimi gerçekleĢtirilmeden önce, 

zeminin bu malzemelerle yüzeyleri kaplanarak kurutulmaya bırakılmıĢtır. Bu 

yöntemle hücrelerin baĢarılı Ģekilde zemine tutunup yapıĢmaları sağlanmıĢtır. 

 

Devam eden kültürasyon iĢlemleri süresince pek çok kontrollü deney yapılmıĢtır. 

Hastadan alınan epitel doku örnekleri DMEM ile labaratuvara getirildikten sonra 

üzerindeki medium dökülüp kollajenaz (1mg/mL) ve CaCl2 (1mg/10mL) ilave 

edilmiĢtir ve 37°C‟de 2,5 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu süre sonunda üzerine 

Tripsin-EDTA eklenerek 15 dakika etüvde bekletilmiĢtir. Daha sonra üzerine mevcut 

hacmin iki katı olacak Ģekilde Fetal Bovine Serum (Biological Industries) ilave 

edilerek santrifüjlenmiĢtir (3000 rpm 3 dk) ve bu Ģekilde üzerine taze besi yeri ile 

kültürasyon iĢlemleri denenmiĢtir. Kollejenaz kullanılarak yapılan denemeler devam 
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ederken ara ara hücrelerin kollejenazda bekletilme süreleri kısaltılmıĢ ve sonrasında 

hücrelerin herhangi bir enzim (kollejenaz veya tripsin) muamelesi olmaksızın sadece 

pipetaj yapılarak- direkt kültür kaplarında üretilmeleri sağlanmıĢtır. Bu yolla 

hücrelerin plate zeminine daha hızlı Ģekilde tutundukları görülmüĢtür. 

 

Kültürasyon iĢlemleri esnasında yaĢanılan en önemli sorunlardan biri de istenmeyen 

kontaminasyon durumlarıyla karĢılaĢılması olmuĢtur. Bunun baĢta gelen sebebi 

olarak dokuların alındığı hastane -Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Atatürk ve 

AraĢtırma Hastanesi- ile dokuların soğuk zincir yoluyla getirildiği yer olan 

KırıkkaleÜniversitesi Biyoteknoloji AraĢtırma Laboratuvarına ulaĢıncaya kadar 

geçen sürede yaĢanan kontaminasyon olasılığıdır. Fakat bu sıkıntı, kullanılan besi 

yeri içerisine antibiyotik miktarının artırılması yoluyla ve içerisindeki besiyerinin 

değiĢtirilmesiyle aĢılmıĢtır. 

 

Bu denemeler neticesinde; keratokonus ve normal epitel hücrelerinin primer 

kültürlerinin pasajlanmasına gerek olmadığına ve doğrudan ilk hücre yayılımlarından 

çalıĢmalarına devam edilebileceği sonucuna ulaĢılmıĢtır.  

 

ÇalıĢmalar epitel hücrelerinin primer kültürde homojen bir biçimde plate‟in yüzeyine 

yayılabildiği ve yüzeye tek tabaka Ģeklinde yapıĢtığını göstermiĢtir. Dolayısıyla 

labaratuvara getirilen hücrelerin santrifüj aĢamasından sonra plate‟lere ekilip bu 

hücrelerin flask zeminine düzgün Ģekilde tutunup epitel paterni oluĢması 

sağlanmıĢtır. Bundan sonra yapılacak olan deneylerde de bu süreç uygulanarak 

devam edilecektir. 

 

2.4. Hücre Sayımı  

 

Hücre sayımı hemositometri ile yapılır. Santrifüj sonrasında tüpün dibinde kalan 

hücre pelleti üzerine 1ml(%10FBS ve%1 antibiyotik DMEM/F-12 medyum eklenir. 

Pipet yardımıyla pellet ve DMEM/F-12 süspanse edilir ve süspanse edildikten sonra 

10μl karıĢımdan alınıp ependorf tüpe koyulur. Üzerine 10μl tripan blue eklenir. 

KarıĢım homojenize edilir. KarıĢımdan mikropipetle 10μl alınıp hemositometri 
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lamına koyulur. Lam cihaza yerleĢtirildikten sonra sayım yapılır. Tripan blue ölü 

hücrelerin içine girme özelliğindedir ve bu nedenle sayım yaparken koyu mavi 

gözüken hücreler ölü, açık renkteki parlak hücreler canlı olarak sayılır. 

 

2.5. Kornea epitellerinde hücre canlılık ve sitotoksite testinin uygulanması 

 

Kolorimetrik yöntem için kullanılan temel parametre canlı hücrelerin metabolik 

aktiviteleri olup;  bunun için hücreler çoğunlukla bir kolorimetrik substrat ile inkübe 

edilir (MTT, XTT, INT, WST-1 gibi). Bu çalıĢmada WST-1 kolorimetrik substratı 

kullanılarak hücre canlılığı belirlenmiĢtir. Bu madde kullanılarak, canlı veya 

apoptozun erken evresindeki hücrelerin mitokondrileri aracılığıyla oluĢturduğu 

reaksiyonda, çözeltilerde bulunan tetrazolyum halkası hücre mitokondrilerinde 

bulunan dehidrogenaz enzimlerince parçalanarak renkli formazan kristallerini 

oluĢturur. Formazan oluĢumu, yalnızca aktif mitokondrinin bulunduğu canlı 

hücrelerde görülmektedir ki buda hücre canlılığının bir belirteci olarak kabul 

edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen değer, yaĢayan hücre sayısı ile 

iliĢkilendirilmektedir. 

WST-1 testi için 24 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucuğa 10.000 hücre düĢecek 

Ģekilde ekim gerçekleĢtirilmiĢtir. Besiyeri olarak fenolredsiz DMEM kullanılmıĢtır. 

Her bir kuyucuğa 100 μL fenolredsiz DMEM eklenerek 48 saat boyunca 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Plate‟ in zeminine tutunan hücrelere 15 μL WST-1 

çözeltisi ilave edilerek 37 ºC‟de 4 saat karanlıkta (alüminyum folyo ile sarılı halde) 

etüvde inkübe edilmiĢtir. Daha sonra hücre canlılığının tespiti için 24 kuyucuklu 

platelerin absorbans yoğunluk değerleri ELĠSA plate okuyucuda 440 nm‟de 

okutulmuĢtur. WST-1 toksisite testinde yaĢayan hücreler sarı renk oluĢtururken, ölü 

hücrelerde renk oluĢumu gözlenmez. 
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2.6. Kornea epitellerinde ikili boyama metodu ile apoptoz/nekrozun tayin 

edilmesi 

Ġkili boyama metodunda kullanılan Hoechst 33342 floresan boyası canlı hücrelerin 

zarlarından geçerek çekirdeği boyar ve floresan mikroskopta DAPI filtresi ile 

çekirdeklerin mavi görünmesini sağlar. Ayrıca çekirdek morfolojisinin 

değerlendirilmesi de bu yöntemle anlaĢılır. Floresan boyalar DNA‟ya 

bağlanabildiklerinden hücrenin kromatini dolayısıyla çekirdeği görünür hale gelir.  

Ġkili boyama metodunda kullanılan, ölü ve/veya plazma membranı hasarlı hücrelerin 

zarlarından geçerek çekirdeklerin floresan ıĢık altında kırmızı görünmelerini 

sağlayan bir diğer boya propidyum iyodür (PI) boyasıdır. Bu boya membranı sağlam 

olan (canlı) hücreleri boyaması için canlı hücre ile yaĢayan hücrenin ayırımına 

olanak tanırlar. Sağlıklı ve apoptotik hücre çekirdekleri mavi renkte olup FITC 

floresan filtresi ile görüntülendiğinde yeĢil görünürlerken, nekrotik hücreler PI 

boyası ile boyandıklarından kırmızı görünürler. 

2.6.1. İkili Boyama Stok Solüsyonunun Hazırlanması 

Ribonükleaz A‟dan 1mL PBS‟de 10 mg RNA; Hoechst (33342) 1 mL PBS‟de 200 

mikrogram; Propidium Iodide 1mL PBS‟te 100 mikrogram olacak Ģekilde 

hazırlandıktan sonra çalıĢma solüsyonunun içeriği: 10 mL PBS içine RNaz stoktan 

100 mikrolitre, Hoechst stoktan 500 mikrolitre, Propidium Iodide stoktan 100 

mikrolitre ilave edilerek hazırlanmıĢtır.  

Yapılan çalıĢmada yine 20 farklı hastadan alınan normal kornea epitel hücreleri ve 

keratokonuslu kornea epitel hücreleri, 24 kuyucuklu plakalara ekilmiĢtir 

Keratinocyte-SFM, serum-free medium kullanılarak ekim yapılmıĢtır. Hücreler plate 

zeminine tutunduktan sonra, ikili boyama testine tabi tutulmuĢtur. Her kuyucuk 

içerisine 50 mikrolitre kadar ikili boyama çalıĢma solüsyonundan damlatılarak 15 

dakika 37°C‟de etüvde inkübasyona bırakılmıĢtır. Süre sonunda her bir kuyucuğun 

floresan mikroskopta DAPI filtresi ıĢığı altına apoptoz ve nekroz görüntüleri 

fotoğraflanmıĢtır. 
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2.7. UV Işınlarının Uygulanması  

Literatürde UV-A ve UV-B uygulama dozları ile ilgili çeĢitli bilgiler mevcuttur. 

Ancak, bizim çalıĢmamızda uyguladığımız Ģekilde kültür ortamına tek kat olarak 

yayılmıĢ epitel hücrelerine yapılmıĢ benzer bir UV uygulaması yoktu. Bu nedenle 

uygulanacak olan UV‟ nin hücrelerde aĢırı zarar oluĢturacak kadar yüksek veya 

hiçbir etki oluĢturmayacak kadar düĢük olmaması için UV-A ve UV-B „nin optimal 

dozları bulunmaya çalıĢıldı.  

UV ıĢınının epitel hücreleri üzerindeki etkisi ise apoptoz/nekroz oranı tayini ile tesbit 

edildi. ÇalıĢmada 6 grup yapılması planlandı (Çizelge 2. 1.) Ancak, bu dönemde 

sadece 4 grupta ölçüm yapıldı. UV uygulaması yapılmayan kontrol grubu sadece 

canlılık testleri için çalıĢıldı. 

 

Çizelge 2. 1. ÇalıĢma grupları 

 

 
 

 

UV-B için 50 mJ/cm
2
 dozundan baĢlandı. Daha sonra 100, 150 ve 200 mJ/cm

2
 

dozlarında UV-B uygulanarak aynı testler tekrarlandı.  

UV-A uygulaması için yine doz optimizasyonu yapılarak en uygun UV doz miktarı 

belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Buna göre, artan dozlarda UV-A verilerek hücrelerin % 

canlılık oranlarına bakılmıĢtır. 500, 1000, 1500 ve 2000 mJ/cm
2 

dozlarında UV-A 

uygulanarak aynı testler tekrarlandı. 

 

UV-A ve B ıĢınlarına maruz bırakılacak olan hücre grupları, bir gün öncesinden 12 

kuyucuklu plakalara ekilerek kornea epitel hücrelerinin zemine tamamen tutunması 

sağlandı. Her bir kuyucuğa normal epitel hücreleri ve keratokonuslu hücre grupları 

için7x105 hücre ekildi. 24 saat sonra, zemine tutunan epitel hücreleri, “Hanks 
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Balanced Salt Solution” ile yıkama iĢlemine tabi tutuldu ve ölçüm yine bu solüsyon 

varlığında gerçekleĢtirildi.  

Kültür solüsyonu içindeki Fenol kırmızısının UV bloke edici etkisi nedeni ile 

hücreler UV uygulanmadan hemen önce Hanks‟ Balanced Salt Solution ile 

yıkanarak bu solüsyon içinde tutuldu. UV uygulaması sonrası 24 saat boyunca 

inkübe edilecek hücreler, tekrar baĢlangıç besiyeri ortamına alındı (Keratinocyte 

Serum FreeMedium-GIBCO). 

 

 

2.8. UV Uygulanmış Kornea Epitellerinde Canlılık ve Apoptoz/Nekroz Tayini 

 

Keratokonuslu ve normal kornea grubu epitel hücreleri kültür ortamında 24 saat 

bekletildikten sonra UV-A veya UV-B uygulamasından geçirildi. Daha sonra tekrar 

kültür ortamına alınarak 24 saat daha etüvde inkübasyona bırakıldı. Belirlenen sürede 

etüvde bekletilen hücrelere canlılık(sitotoksite), apoptoz ve nekroz tayini yapıldı. 

  

2.8.1. WST1 ile Sitoksisitenin Belirlenmesi 

 

Keratokonuslu ve normal kornea epitel hücreleri 150 mJ/cm2 dozunda UV-B veya 

2000 mJ/cm2 dozunda UV-A ıĢınına maruz bırakıldıktan sonra 24 saatlik 

inkübasyona alındı. Daha sonra hücre canlılığının test edilmesi amacı ile sitotoksisite 

deneyleri yapıldı (WST1). 

 

2.8.2. İkili Boyama Metodu İle Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi  

 

Keratokonuslu ve normal kornea epitel hücreleri 150 mJ/cm2 dozunda UV-B veya 

2000 mJ/cm2 dozunda UV-A ıĢınına maruz bırakıldıktan sonra 24 saatlik 

inkübasyona bırakıldı. Daha sonra keratokonus ve normal kornea epitel hücrelerine, 

apoptoz ve nekroz tayini için ikili boyama protokolü uygulandı. 
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                                        3. ARAŞTIRMA BULGULARI 
 

 

3.1. Kornea epitel hücrelerinin morfolojik görüntülerinin kaydedilmesi  

 

Hastalardan alınıp laboratuvara getirilen keratokonuslu hastaların kornea epitelleri 

kültür ortamına alındıktan 1 hafta sonra morfolojik görüntülerinin fotoğrafları 

çekilerek kaydedilmiĢtir. 20 ayrı hastadan keratokonuslu ve normal epiteller olmak 

üzere farklı morfolojilerde görünümler elde edilmiĢtir. Bunların yanında 

Keratokonuslu hastalardan alınan epitel dokudan atipik görüntüde hücrelerle de 

karĢılaĢılmıĢtır.          

 

 

Şekil 3.1. Keratokonus epitel hücrelerinin morfolojik görüntüsü   (Corneal epithelial 

cell basal medium, ATCC); Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X 

büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir 
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Şekil 3. 2. Normal epitel hücrelerinin morfolojik görüntüsü (Corneal cell basal 

medum, ATCC); Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X 

büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

 

 
         

Şekil 3. 3. Keratokonus epitel hücrelerinin morfolojik görüntüsü (Keratinocyte-SFM 

serum free medium); Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X 

büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 
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 Şekil 3. 4. Normal epitel hücrelerinin morfolojik görüntüsü(Keratinocyte-SFM 

serum free medium);Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X 

büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 
 

 

 
  

Şekil 3. 5. Keratokonus epitel hücrelerinin morfolojik görüntüsü (Dulbecco‟s 

Modified Eagle‟s Medium-DMEM); Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu 

ile 200X büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 
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 Şekil 3. 6. Keratokonus epitel hücrelerinin Tip IV kollajen modifikasyonlu yüzeyde 

elde edilen morfolojik görünümleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu 

ile 200X büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

 

  
 

Şekil 3. 7. Keratokonus hücrelerinin atipik görüntüsü; Fotoğraflar Leica inverted 

floresan mikroskobu ile 200X büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi 

göstermektedir. 
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3.2. Kornea Epitellerinde Canlılık ve Sitotoksisite Testinin Sonuçları 

Bu testte, 20 farklı hasta için ayrı ayrı çalıĢılıp çıkan sonuçlar kaydedilmiĢtir. Çizelge 

3. 1. ve Çizelge 3. 2.‟de ‟ de üç tekrarlı olarak çalıĢılan her bir hastanın WST-1 testi 

sonuçlarının ortalama absorbans değerleri verilmiĢtir. Kaydedilen ölçüm sonuçları, 

UV uygulanmadan önceki hücre canlılık değerleri olup sonraki çalıĢmalar için 

baseline niteliğinde olacaktır. 

Çizelge 3. 1.  Keratokonuslu kornea epiteli primer hücre kültüründe, WST-1 testi ile 

hücre canlılığı seviyesi absorbans değerleri 

 

 

Çizelge 3. 2. Normal kornea epiteli primer hücre kültüründe, WST-1 testi ile hücre 

canlılığı seviyesi absorbans değerleri 
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AĢağıdaki Çizelge 3. 3.‟de keratokonus hastalarında saptanan % yüzde canlılık 

değerleri verilmiĢtir ve sonrasındaki grafikte bu sonuçlar görsel hale getirilmiĢtir. 

 

Çizelge 3. 3. Keratokonus hastalarından alınan epitel dokuların primer kültür 

hücrelerinin WST-1 testi ile ölçülen % canlılık değerleri 

 

 
 

 

 

 

 
 

Şekil 3. 8. Yukarıdaki Çizelge 3. 3.'de verilen değerlerin görsel grafiğidir 
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3.3. İkili Boyama İle Belirlenen Apoptotik ve Nekrotik Sonuçları 

 

Yapılan çalıĢmada yine 20 farklı hastadan alınan kornea epitel hücreleri, 24 

kuyucuklu plakalara ekilerek ikili boyama testine tabi tutulmuĢtur. Her kuyucuk 

içerisine 50 mikrolitre kadar ikili boyama çalıĢma solüsyonundan damlatılarak 15 

dakika inkübasyona bırakılmıĢtır. Süre sonunda her bir kuyucuğun floresan 

mikroskopta DAPI filtresi ıĢığı altına apoptoz ve nekroz görüntüleri 

fotoğraflanmıĢtır. 

20 farklı hastadan alınan kornea epitel dokusundaki primer kültür hücrelerine 

uygulanan ikili boyama sonuçlarının apoptoz ve nekroz görüntüleri fotoğraflanmıĢtır. 

Yapılan ölçüm sonuçlarına göre hücre canlılığı ortalama %77 olarak saptanmıĢtır. Bu 

ölçümler, UV uygulaması yapılmadan önceki, yani örneklerin hemen alınmasının 

ardından ölçülen değerler olup, UV uygulanması sonrası ölçülecek değerler ile 

karĢılaĢtırma yapılacak ve ilk alınan bu ölçümler baseline olarak değerlendirilecektir. 

 

Şekil 3. 9. Kornea epitel primer kültür hücrelerine uygulanan ikili boyama 

yöntemiyle elde edilen apoptotik hücre görüntüleri; Oklar apoptotik hücrelerden 

bazılarını göstermektedir. Apoptoza uğramıĢ hücre çekirdekleri parlak, parçalanmıĢ, 

apoptoza uğramayanlar soluk mavi görünmektedir. Fotoğraflar Leica inverted 

floresan mikroskobu ile 200X büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi 

göstermektedir. 
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Şekil 3.10. Kornea epitel primer kültür hücrelerine ikili boyama yöntemiyle elde 

edilen nekrotik hücreler; Oklar nekrotik hücrelerden bazılarını göstermektedir. 

Nekrotik hücrelerin çekirdeği kırmızı; apoptotik veya sağlıklı hücrelerin çekirdekleri 

yeĢil olarak görünmektedir. Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X 

büyütmede çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

AĢağıdaki Çizelge 3. 4‟te görüntü analizlerinin yüzdelik değerlendirilmesi 

bulunmaktadır. 

 

Çizelge 3. 4. 20 farklı keratokonus hastası bireylerin epitel doku primer kültür 

hücrelerinin apoptotik/nekrotik hücre miktarı oranları 

 

 
 



53 

 

3.4. Kornea Epitel Hücrelerinde in vitro Çalışmalar  

 

Keratokonus ve kontrol grubunda kornea epitel hücrelerinde gerçekleĢtirilen invitro 

çalıĢmalarda, primer kültürlerin pasajlanmasına gerek olmadığına ve doğrudan ilk 

hücre yayılımlarından çalıĢmalarına devam edilebileceği sonucuna varılmıĢtır. Bu 

sonuçtan yola çıkılarak kornea epitel hücrelerinin kültürleri yapılmayıp, sadece 

besiyeri ortamında 1 gün süreyle bekletilip plate tabanına tutunup yapıĢması 

sağlandıktan sonra deneysel çalıĢmalar baĢlatılmıĢtır.  

 

BaĢlangıçta 24 kuyucuklu kültür plakalarının kullanılması hedeflenmiĢ ve her 

kuyucuğa 100.000 hücre ekilerek hücrelerin kuyucuk tabanına yayılması 

planlanmıĢtı. Ancak, hücrelerin kuyucuk tabanına homojen yayılmadığı,  adezyon 

kuvvetlerinin tesiriyle kuyucuk kenarlarına toplandığı gözlendi. Bunun üzerine 12 

kuyucuklu kültür kapları kullanıldı. Bu kuyucuklara 400-500.000 hücre ekildi. 

Ancak yine hücrelerin kenarlara toplandığı gözlendi. Bunun üzerine hücreler daha az 

miktarda besiyeri solüsyonu ile ve kuyucuğun ortasına gelecek Ģekilde damlatıldıktan 

sonra pipet yardımı ile homojen bir Ģekilde kuyucuk tabanına yayılmaya baĢlandı. Bu 

iĢlemden sonra hücrelerin tüm kuyucuk tabanına homojen Ģekilde dağıldığı ve 

kuyucuk kenarlarında toplanmadığı gözlendi.  

 

Yapılan denemeler sonunda 12 kuyucuklu kültür kapları kullanılarak, her bir 

kuyucuğa 200 mikrolitre besiyeri solüsyonu içinde 700.000 hücre olacak Ģekilde ve 

yukarıda tarif edildiği Ģekilde hücre ekimi yapıldığı zaman en düzgün ve homojen 

hücre dağılımı olduğu görüldü. 
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Şekil 3.11. a) Keratokonuslu kornea epitel hücrelerinin kültür ortamına yayılıp 24 

saat bekletildikten sonraki morfolojik görüntüsü (Keratinocyte-SFM serum free 

medium) b) Normal kornea epitelyum hücrelerinin kültür ortamına yayılıp 24 saat 

bekletildikten sonraki morfolojik görüntüsü (Keratinocyte-SFM serum free medium) 

Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede çekilmiĢtir. 

Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

3.5. UV’nin Optimal Dozlarının Ayarlanması 

 

UV-A ve B ıĢınlarına maruz bırakılacak olan hücre grupları, bir gün öncesinden 12 

kuyucuklu plakalara ekilerek kornea epitel hücrelerinin zemine tamamen tutunması 

sağlandı. Kültür ortamına tek kat olarak yayılmıĢ epitel hücrelerine uygulanacak olan 

UV‟nin hücrelerde aĢırı zarar oluĢturacak kadar yüksek veya hiçbir etki 

oluĢturmayacak kadar düĢük olmaması için UV-A ve UV-B nin optimal dozları 

bulunmaya çalıĢıldı. UV ıĢınının epitel hücreleri üzerindeki etkisi ise apoptoz/nekroz 

oranı tayini ile tesbit edildi. 

 

 

 

 

 

a b 
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3.5.1. UV-B’nin Optimal Dozunun Ayarlanması 

 

UV-B için 50 mJ/cm
2
 dozundan baĢlandı. Bu dozda hücrelerde kayda değer bir 

değiĢiklik izlenmedi (ġekil 3.12). Daha sonra 100, 150 ve 200 mJ/cm
2
 dozlarında 

UV-B uygulanarak aynı testler tekrarlandı. 100 mJ/cm
2
 dozunda da kayda değer 

değiĢiklik gözlenmezken 150 mJ/cm
2
 dozunda makul seviyelerde (ġekil 3.13), 200 

mJ/cm
2
 dozunda ise aĢırı miktarda apoptoz/nekroz görüldü. (ġekil 3.14) 

 

 

 

                                                                                              

Şekil 3.12. 50 mJ/cm
2
 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre 

görüntüleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 a b 
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Şekil 3.13. 150 mJ/cm
2
 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre 

görüntüleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

 

 
                                                                                                    

Şekil 3.14.  200 mJ/cm
2
 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre 

görüntüleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir.   

a b 

a b 
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3.5.2. UV-A’nın Optimal Dozunun Ayarlanması 

 

UV-A uygulaması için yine doz optimizasyonu yapılarak en uygun UV doz miktarı 

belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Buna göre, artan dozlarda UV-A verilerek hücrelerin % 

canlılık oranlarına bakılmıĢtır. 500, 1000 ve 1500 mJ/cm
2
‟de hücre canlılığında 

önemli bir fark olmazken (ġekil 3.15), 2000 mJ/cm
2
 enerji değerinde hücrelerde 

kontrole göre makul bir değiĢim gözlenmiĢtir.(ġekil 3.16.) Bu nedenle UV-A doz 

uygulaması için en uygun doz miktarının 2000 mJ/cm
2
 olduğuna karar verilmiĢtir. 

 

 

 
                                                                                              

Şekil 3.15.  1000 mJ/cm
2
 dozunda UV-A uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre 

görüntüleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

 

 

a b 
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Şekil 3.16.  2000 mJ/cm
2
 dozunda UV-A uygulanan örneklerde ikili boyama 

yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre görüntüleri; 

Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede çekilmiĢtir. 

Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

 

Bunun sonucunda aĢağıdaki dozlarda UV uygulaması yapıldı:  

UV-A: 2000 mJ/cm2  

UV-B: 150 mJ/cm2 

 

 

3.6. UV Uygulanmış Kornea Epitel Hücrelerinde Sitoksisitenin Belirlenmesi 

 

Kornea epitel hücreleri 150 mJ/cm2 dozunda UV-B veya 2000 mJ/cm2 dozunda UV-

A ıĢınına maruz bırakıldıktan sonra 24 saatlik inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 

hücre canlılığının test edilmesi amacı ile sitotoksisite deneyleri yapıldı (WST-1). 

 

UV-B ıĢınına maruz bırakılan epitel hücrelerinde yapılan canlılık analizine göre 

hücre canlılığı keratokonus grubunda ortalama %73 olarak belirlenirken(ġekil 3.17.), 

kontrol grubundaki canlılık oranı ise ortalama % 92 olarak gözlendi (ġekil 3.18.) 

 

 

 a b 
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Şekil 3.17. 150 mJ/cm
2
 dozunda UV-B uygulanan keratokonus epitel hücrelerinde %  

canlılık (WST-1) değerleri 
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Şekil 3.18.  150 mJ/cm
2 

dozunda UV-B uygulanan kontrol grubu hücrelerinde %   

canlılık (WST-1) değerleri 
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UV-A ıĢınına maruz bırakılan epitel hücrelerinde yapılan canlılık analizi sonuçlarına 

göre hücre canlılığı; hasta grubunda ortalama %66, kontrol grubunda ise yaklaĢık % 

97 olarak belirlendi .(Şekil 3.19 ve 3.20 ) 

 

 
 

Şekil 3.19.  2000 mJ/cm
2
 dozunda UV-A uygulanan keratokonus epitel hücrelerinde 

% canlılık (WST-1) değerleri 

 

 

 

 
 

Şekil 3.20.  2000 mJ/cm
2
 dozunda UV-A uygulanan kontrol grubu hücrelerinde % 

canlılık (WST-1) değerleri 
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3.7. UV Uygulanmış Kornea Epitel Hücrelerinde Apoptoz / Nekroz Sonuçları 

 

Yukarıda bahsedilen dozlarda UV-B veya UV-A uygulanan keratokonus ve kontrol 

epitel hücrelerine, apoptoz-nekroz tayini için ikili boyama protokolü uygulandı. UV-

B ıĢınına maruz bırakılan keratokonuslu epitel hücrelerine uygulanan ikili boyama 

sonucunda apoptoz oranı % 17 civarında, nekroz oranı ise %23 civarında olduğu 

belirlendi (ġekil3.21). UV-B ıĢınına maruz bırakılan kontrol grubu hücrelerine 

uygulanan ikili boyama sonucunda apoptoz oranının % 3; nekroz oranının ise %2 

olduğu belirlendi (ġekil 3.22).  

 

 

 
                                                                                                

Şekil 3.21. 150 mJ/cm
2
 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre 

görüntüleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

  
 
 

a b 
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Şekil 3.22.  150 mJ/cm
2
 dozunda UV-B uygulanan kontrol grubu hücrelerinde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre 

görüntüleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

UV-A ıĢınına maruz bırakılan keratokonuslu epitel hücrelerine uygulanan ikili 

boyama sonucunda apoptoz oranının % 12 civarında, nekroz oranının ise %3 

civarında olduğu belirlendi (ġekil 3.23). UV-A ıĢınına maruz bırakılan kontrol grubu 

epitel hücrelerine uygulanan ikili boyama sonucunda apoptoz oranının % 2 civarında, 

nekroz oranının ise %1 civarında olduğu belirlendi (ġekil 3.24). 

 

 

a b 
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Şekil 3.23.  2000 mJ/cm
2
 dozunda UV-A uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre 

görüntüleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

 

 

 
                                                                                                

Şekil 3.24.  2000 mJ/cm
2 

dozunda UV-A uygulanan kontrol grubu hücrelerinde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen a) apoptotik hücre görüntüleri b) nekrotik hücre 

görüntüleri; Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiĢtir. Ölçek 50 μm mesafeyi göstermektedir. 

a b 

a b 
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                                      4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA  

 

 

ÇalıĢmamızda UV-A ve UV-B‟nin keratokonuslu kornea epiteli ve normal kornea 

epiteli üzerindeki apoptotik, nekrotik ve sitotoksik etkileri incelenerek 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Bu hücrelerin UV-A ve UV-B ye olan cevapları 

değerlendirilmiĢtir. Aynı zamanda hücrelerin UV-A ve UV-B ile maruz kalmaları 

durumunda apoptoz ve nekroz oranlarında olumsuz yönde bir değiĢme olup olmadığı 

araĢtırılmıĢtır. WST-1 testi ile de hücre canlılık değerleri ölçülmüĢtür. 

 

Öncelikle Merkezi AraĢtırmalar Laboratuarına soğuk zincir ile getirilen kornea 

dokuları ile hücre kültürü çalıĢmaları yapıldı. Uygun kültür ortamında inkübe edildi. 

Keratokonuslu ve normal kornea epitellerinin kültürasyon iĢlemleri boyunca farklı 

besi ortamlarında çoğaltılması denenerek hücrelerin kültür kaplarına en iyi Ģekilde 

tutunduğu besiyeri ile çalıĢmalara devam edildi. Yapılan hücre kültürü 

çalıĢmalarında en baĢarılı sonucun „Keratinocyte-SFM‟ ile alınabileceği 

belirlenmiĢtir(ġekil 3. 3.ve ġekil 3. 4.).  Ayrıca keratokonuslu ve normal kornea 

epitel hücrelerinin tutunması ve çoğalması çok kolay olmadığı için, pasajlama 

yapmadan doğrudan ilk hücre yayılımından deneyler yapıldı. (ġekil.3.11.) 

Keratokonuslu ve normal kornea epitel hücrelerinin kültürleri UV-A ve UV-B 

ıĢınlarına maruz bırakılmadan önce bu hücrelerin apoptoz, nekroz ve sitotoksisite 

değerleri belirlendi. Böylece yapılacak diğer çalıĢmalar için dayanak oluĢturuldu. 

Sitotoksisiteyi belirlemek için WST1 testleri yapılarak ölçülen % canlılık değerleri 

belirlendi (Çizelge 3. 1. ,Çizelge 3. 2.) 

 

Ġkili boyama yöntemi ile keratokonuslu kornea epitellerinin apoptoz, nekroz 

sonuçlarının fotoğrafları çekildi.(ġekil 3. 9. ,ġekil 3.10.)  Yapılan ölçüm sonuçlarına 

göre hücre canlılığı ortalama %77 bulundu. Literatürde UV-A ve UV-B uygulama 

dozları ile ilgili çeĢitli bilgiler mevcuttur. Ancak, bizim çalıĢmamızda uyguladığımız 

Ģekilde kültür ortamına tek kat olarak yayılmıĢ epitel hücrelerine yapılmıĢ benzer bir 

UV uygulaması yoktu. Bu nedenle kültür ortamına tek kat olarak yayılmıĢ kornea 

epitel hücrelerine uygulanacak olan UV‟nin hücrelerde aĢırı zarar oluĢturacak kadar 

yüksek veya hiçbir etki oluĢturmayacak kadar düĢük olmaması için UV-A ve UV-B 
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nin optimal dozları bulunmaya çalıĢıldı. Bunun için de UV ıĢınının epitel hücreleri 

üzerindeki etkisi, apoptoz ve nekroz oranı tayini ile tespit edildi.  

UV-B için 50, 100, 150 ve 200 mJ/cm
2
 dozlarında UV-B uygulanarak apoptoz ve 

nekroz testleri tekrarlandı. 50 mJ/cm
2
 ve 100 mJ/cm

2
 dozundaki UV-B‟ de kayda 

değer değiĢiklik gözlenmezken 200 mJ/cm
2
 dozunda ise aĢırı miktarda apoptoz / 

nekroz görüldü (ġekil 3.14).  UV-B için en uygun dozun 150 mJ/cm
2
 olduğu 

anlaĢıldı (ġekil 3.13.). UV-A için 500, 1000, 1500 ve 2000 mJ/cm
2 

dozlarında UV-A 

uygulanarak apoptoz ve nekroz testleri yapıldı. 500, 1000 ve 1500 mJ/cm
2
‟dozundaki 

UV-A‟da hücre canlılığında önemli bir fark olmadı (ġekil 3.15).
 
UV-A için en uygun 

dozun 2000 mJ/cm
2
 olduğu anlaĢıldı(ġekil 3.16.). 

 

Uygun dozlar belirlendikten sonra çalıĢmalara devam edildi. Keratokonuslu kornea 

epitelleri ve kontrol grubu olarak normal kornea epitellerine UV Maruzat Cihazı ile 

150 mJ/cm2 UV-B uygulandı. UV-B ıĢınına maruz bırakıldıktan sonra 24 saatlik 

inkübasyona alındı. Daha sonra hücre canlılığının test edilmesi amacı ile sitotoksisite 

deneyleri yapıldı (WST-1). Keratokonus grubunda ortalama canlılık %73 olarak 

belirlenirken(ġekil 3.17.), kontrol grubundaki canlılık oranı ise ortalama % 92 olarak 

gözlendi (ġekil 3.18.). Aynı iĢlemler bu kez 2000 mJ/cm
2 

dozlarında UV- A 

uygulanarak gerçekleĢtirildi. UV-A uygulamasından sonra 24 saatlik inkübasyona 

alındı. Daha sonra hücre canlılığının test edilmesi amacı ile sitotoksisite deneyleri 

yapıldı (WST-1). Keratokonus grubunda canlılık ortalama %66,  kontrol grubunda 

ise yaklaĢık % 97 olarak belirlendi .(ġekil 3.19 ve 3.20 ) 

 

150 mJ/cm2 UV-B uygulanan keratokonuslu ve normal kornea epitel hücrelerine 

ikili boyama yöntemi uygulandı. Bunun sonucunda keratokonuslu kornea epitel 

hücrelerinde apoptoz oranı % 17 civarında, nekroz oranı ise %23 civarında olduğu 

belirlendi (ġekil3.21). UV-B ıĢınına maruz bırakılan kontrol grubu hücrelerinde 

apoptoz oranının % 3; nekroz oranının ise %2 olduğu belirlendi (ġekil 3.22).  

 

2000 mJ/cm
2 

dozlarında UV-A uygulanan uygulanan keratokonuslu ve normal 

kornea epitel hücrelerine ikili boyama yöntemi uygulandı. Bunun sonucunda 
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keratokonuslu kornea epitel hücrelerinde apoptoz oranının % 12 civarında, nekroz 

oranının ise %3 civarında olduğu belirlendi (ġekil 3.23). UV-A ıĢınına maruz 

bırakılan kontrol grubu epitel hücrelerinde apoptoz oranının % 2 civarında, nekroz 

oranının ise %1 civarında olduğu belirlendi (ġekil 3.24). 

 

UV-A ıĢınları görünür ıĢığa en yakın dalgaboyuna sahiptir. Ayrıca dokulara zararı 

nisbeten daha azdır. UV-A ıĢınının az bir kısmı kornea epitelinde, çoğunluğu 

stromada, geri kalan az bir oranı da lenste absorbe edilir. UV-B, daha kısa 

dalgaboyundan oluĢur, daha fazla enerji taĢır ve dokuya daha fazla zarar verir. UV-

B‟nin çoğu kornea epiteli tarafından soğurulur. Sağlıklı kornea epiteli hücreleri, UV-

B nin zararlı etkilerine karĢı güçlü antioksidan savunma sistemleriyle donatılmıĢtır. 

 

Yaptığımız çalıĢmalar sonucunda, normal kornea epitel hücrelerinin UV-A ve UV-B 

uygulamasından çok az etkilendiği gözlenmiĢtir. Normal kornea epitel hücrelerinin 

UV uygulaması sonucu oluĢan oksidatif hasara karĢı çok güçlü antioksidan savunma 

mekanizmalarına sahip olduğu görülmüĢtür. 

 

UV-A uygulaması ve UV-B uygulamasının, keratokonuslu kornea epiteli 

hücrelerinde canlılık oranını düĢürdüğünü belirlenmiĢtir. Özellikle de UV-B 

uygulaması, keratokonuslu kornea epitel hücrelerinde, nekroz oranının çok yüksek 

olmasına neden olmuĢtur. Yani UV-B çok fazla hasara neden olmuĢtur. UV-B‟nin 

daha fazla zarar vermesinin nedeni; öncelikle enerjisinin yüksek olmasıdır. Bunun 

dıĢında kornea epitel hücreleri, UV-B‟nin çoğunu soğurmaktadır. Kornea epitel 

hücrelerinin UV-B‟yi soğurma oranlarının yüksek olması da, hasarın fazla olmasına 

neden olduğunu düĢündürmektedir. Böyle bir sonuç, keratokonuslu kornea epitel 

hücrelerinin, UV uygulaması sonucunda oluĢacak olan oksidatif hasara karĢı, 

antioksidan savunma mekanizmalarının yetersiz ya da bozuk olduğu 

düĢündürmektedir. 
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