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PRIMER KERATOKONUSLU KORNEA HUCRELERINDE

UV A VE UV B’NIN ETKIiSININ iN VITRO ARASTIRILMASI

KIRIK, Rukiye
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Mustafa TURK

Subat 2017, 78 sayfa

Keratokonus, ¢ogunlukla genglerde goriilen sebebi heniiz bulunamamais, korneanin
zayiflamasi ve incelmesi ile olusan, genetik ve gevresel etkilerin ortak sebep oldugu
bir goz hastaligidir. Korneanin epitel ve stroma hiicrelerinde yiiksek seviyede UV
1s1nlarina maruzat sebebiyle oksidatif stres yogun olarak yasanir. Bu hiicreler giiglii
bir antioksidan sisteme sahiptir. Ancak keratokonus hastaliginda oksidatif hasara
kars1 antioksidan ve tamir mekanizmalarinin bozuk olduguna dair bulgular vardir.
Giines 1sinlardaki yiiksek enerjili UV 1sinlar1 gozde ciddi etkiler olusturur. UV-C
atmosferde sogurularak yeryiiziine neredeyse hi¢ ulasmaz. UV-B ¢ogunlukla kornea
epitel ve stroma hiicrelerinde, UV-A ve kalan UV-B’nin de tamamu lens tarafindan
sogurulur.

Calismalarimizda oncelikle keratokonuslu kornea epitel hiicreleri ve normal kornea
hiicrelerindeki apoptoz, nekroz oranlari ve sitotoksisite degerleri belirlendi. Daha
sonra bu hiicreler belirlenen siirelerde UV-A UV-B isinlarina maruz birakildi.
Apoptoz ve nekroz oranlari incelendi. WST-1 (Water-Soluble Tetrazolium Salts-1)

testi ile de hiicre canlilig1 degerleri 6lgiildii.



Sonug olarak keratokonuslu kornea epitel hiicrelerinin, normal kornea epitel
hiicrelerine gore daha ¢ok apoptoz nekroza ugradigi ve canlilik sonug¢ oranlarinin

daha diisiik oldugu gozlendi.

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

sitotoksisite.



ABSTRACT

INVESTIGATING THE IN VITRO EFECT OF UV A AND UV B IN PRIMER
KERATOCONUS CORNEAL CELLS

KIRIK, Rukiye
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biologi, Postgraduate Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa TURK

February 2017, 78 pages

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.



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. GIRIS

Keratokonus (KC), diinya c¢apinda ¢ogunlukla genglerde rastlanan, goérme
rahatsizligindan kornea nakline kadar varan siddetlerde goriilebilen, korneanin
zayiflamasi ve incelmesi ile olusan, genetik ve ¢evresel etkilerin ortak sebep oldugu
bir hastaliktir [1]. Keratokonus hasarinin kornea epitel bazal membranindan basladigi
diistiniilmektedir. Keratokonusun etiyopatogenezinde Cristina Kenney ve Brown
Cascade ‘Selale’ hipotezini savunmuslardir. Lipit peroksidasyonunda ve/veya nitrik
oksit yolunda anormal veya hasarli enzimlerin oksidatif hasara yola agacagini
belirtmislerdir. Oksidatif, sitotoksik yan iriinlerin birikimi farkli kornea
proteinlerinin degisimine ve olaylarin birbirini tetikleyerek akmaya baslamasina
(selale) neden olurlar. Patogenezde keratokonuslu kornealarda serbest radikallerin ve
stiperoksidazlarin  islevlerinin  degisti§i, hasar yapict aldehitlerin  arttig
diisiiniilmektedir. Total protein miktarinin da azaldigi gorilmiistiir [2, 3]. Bunlarin
sonucunda geri doniigsliz hasara ugrayan hiicrelerin apoptozise, geri doniislii hasara
ugrayan hiicrelerin ise yara iyilesmesi ve tamirinde rol oynadigi diistiniilmektedir
[4,5]. Keratokonus hastaliginda 6zellikle Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) artis1 ile
birlikte genetik yatkinligin, keratokonus patogenezinde etkili oldugu {iizerine
calismalar olmakla birlikte heniiz net bir sonug ortaya konulamamustir [1].

Bu sebeple, bazi genetik etmenlerin de etkili oldugu fikri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
genetik etkiler antioksidan enzimlerde veya bu enzimlerin dahil oldugu yolaklarda
kendini gosteriyor olabilir. SOD1 (Superoxide Dismutase 1) geninde, ¢ok yaygin
olmasa da, bulunan bir delesyon mutasyonu Keratokonus ile iliskilendirilmistir [6].
Cevresel kosullarla genetik etkilerin Keratokonus olusumuna etkisini karsilastirmak
icin yapilmis birka¢ arastirma mevcuttur. Kornea stromasi fibroblast hiicreleri
lizerinde yapilan bir arastirmaya gore, oksidatif strese daha ¢ok duyarli olan
hiicrelerde mitokondri DNA hasar1 tespit edilmistir [7].

Son zamanlarda yapilan calismalarda oksidatif hasara karsi antioksidan ve tamir
mekanizmalarinin ~ keratokonus hastaliginda bozuk olduguna dair bulgular

yaymlanmistir [1,8].



Podskochy’nin tez arastirmasina gore kornea tabakalar1 UV-C i1sinlarina 24 saat
maruz kaldiklarinda ancak apoptoz goriilmektedir fakat daha az siirede veya daha
yiiksek dalgaboylarindaki 1sinlarda bu etki goriilmemektedir [9]. Bu bulgu, kornea
tabakalarinin normalde UV-A ve UV-B’ye karsi ne kadar dayanikli oldugunu
gostermektedir.

Kornea tabakasi gilines 1sinlarina dogrudan maruz kalmasi ile goziin i¢ kisimlarini
UV’ye karst korumak amaciyla 6zel korunma mekanizmalarina sahiptir. Kornea,
maruz kaldigi UV-B ismlariin tiimiinii, lens ile birlikte de UV-A 1sinlarinin
%99’unu sogurur ve bu etkiyle ciddi miktarda, yiikseltgenmis molekiil, ROS ve
serbest radikaller olusur. Dolayisiyla artan NO (azot oksit) seviyesi, hiicre 6liimiine
sebep olur [1,10].

Keratokonuslu kornealarda olusan oksidatif strese bagli hasarin erken yaslarda
goriilmeye baslamasinin sebebi goziin ultraviole (UV) 1sinlara maruz kalmasinin
veya Kontakt lens veya gozii ¢ok ovusturma gibi etkenlerin etkili oldugu diistiniilse
de bu etki kendi basina yeterli olmayabilir [11].

Calismamizda keratokonuslu kornea epitelinin, oksidatif hasar olusmamis normal
kornea epiteline gore UV-A ve UV-B ’nin olusturacagi oksidatif stresten nasil
etkilendigi incelenip karsilastirildi. UV-A ve UV-B nin etkisiyle apoptoz, nekroz ve

sitotoksisite seviyelerinde olusan degisimler aragtirildi.



1.1. Goziin Anatomisi ve Fizyolojisi

Goz kiiresi yiiz kemiklerinin olusturdugu iki ayr1 boslukta yerlesmis olan kismen
izole bir doku kompartmanidir. Genel olarak ii¢ tabakadan olusur. Bu tabakalar
distan ice dogru sklera, uvea ve retina olarak isimlendirilir [12]. Goz kiiresinin

sematik gosterimi Sekil 1.1° de verilmistir.

& Ora serrata

™ Siliver cisim
Arka kamara
Retina On kamara

Fovea

—— Kornea
Santral retinal arter

Pupil
—— Ak6z himér
Iris
I Zomiil
Optik sinir
Santral retinal ven Sklera

Sekil 1. 1. Goziin sematik kesiti [13]

Goz yuvarlagini en distan saran opak, fibroz tabaka sklera olarak isimlendirilir.
Sklera kan damari igermez, beslenmesi hiicreler arasinda akan sivi ile olur. Bu tabaka
fonksiyonlarimi siirdiirebilmesi i¢in goziin mekanik dayanikliligini ve korunmasini
saglar.

Orta tabaka olan uvea, goziin pigmentli damar tabakasidir. Onden arkaya dogru iris,
siliyer cisim ve koroidden olusur. Iris, ince ve pigmentli bir diyafram olup
kasilabilme 6zelligine sahiptir. Siliyer cisimcigin i¢ yiizeyinden itibaren baslar ve
merkezinde pupil yer alir. Esas olarak dilator (gevsetici) ve sfinkter (kasici)
kaslardan olusan bir dokudur. Irise gelen herhangi bir sempatik uyar: dilator kaslarin
calismasina ve dolayisiyla pupilin genislemesine (midriyazis) neden olurken,
parasempatik ~ bir  uyar1  sfinkter  kaslarin  ¢alismasina,  dolayisiyla

pupilindaralmasina(miyozis) neden olur. Siliyer cisim, parasempatik sinirler tasiyan
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yumusak bir kastir. Goziin 6n boliimiini dolduran akéz hiimoriinii salgilamaktadr.
Koroid, skleranin i¢ ylizeyindeki ince, yumusak, kahverengi tabakadir. Oldukga
yogun damar yapisina sahiptir. Temel gorevi yapisindaki kan damarlar ile retinanin
tabakalarin1 beslemektir. GoOziin en i¢ tabakasi olan retina optik sinirleri igerir.
Retinada ¢ubuk ve koni olarak isimlendirilen fotoreseptor hiicreleri yer alir. Koni
hiicreleri optik duyarliligi ve renk ayrimini saglarken, ¢ubuk hiicreleri g¢evresel
goriintiiniin  olusmasi1 saglar. Retinada bulunan optik sinirler retinada olusan
goriintiiniin beyne ulastirilmasini saglar. Goz kiiresinde lens ile ayrilmis iki adet
odacik bulunmaktadir. Ondeki bélmede bulunan akdéz hiimér siliyer cisimden
salgilanmakta olup g6z i¢i basincinin ayarlanmasindan sorumludur. Akéz hiimor,
lens ve kornea gibi damarsiz dokulara oksijen ve cesitli besinlerin taginmasinda
onemli role sahiptir. Vitroz hiimér, arka odacikta yer alan viskoz bir jel yapisinda

olup lens ile retina arasinda bulunur ve yiiksek oranda su igerigine sahiptir [12,14].

1.1.1. Kornea

Goz kiiresinin disartya bakan 6n kismini saydam 6zellikte ve damarsiz olan kornea
tabakasi olusturur. Kornea goziin en 6nemli kiric1 ortami olup 6nden bakildiginda dis
biikey ve hafif eliptik goriinimlidiir [14,15].

Korneanin 6n yiizli gozyasi ile yikanirken arka yiizii akéz hiimor ile temastadir.
Metabolizmasi icin gerekli olan materyal ve oksijenin bir kismin1 limbal bolgede
(korneanin sklera ile birlesme hatt1) bulunan kan damarlarindan, bir kismini ise akdz
hiimor ve gbzyasindan diflizyon suretiyle saglar [12].

Kornea genel olarak bes tabakadan olusur. Bu tabakalar distan ige dogru epitel,

“bowman” membrani, stroma, dessement membrani ve endotel olarak isimlendirilir.
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Sekil 1. 2. Korneanin tabakalar1 [16]

1.1.1.1.Epitel Tabakasi:

Kornea epiteli yaklagik 50 mikrometre kalinliginda olup kornea kalinliginin %10’unu
olusturmaktadir. ilaglar da dahil olmak iizere tiim yabanci cisimlerin gecisi i¢in en
onemli engeli olusturur. En Onemli gorevlerinden biri de UV ismlarim
filtrelemesidir. Kornea epiteli konjunktiva epitelyumunun devami seklinde olarak bes
veya alt1 tabaka epitelyum hiicrelerinden olusur. Buradaki hiicreler ¢ok tabakali,
yasst ve keratinsizdir. Distaki hiicrelerin yiizeyi gozyas: filminin goziin 6niindeki
kisminda kalmasini saglayarak korneanin islanmasina yardimci mikrovillus ve
mikropililerle geniglemistir.

Yiizey tabakadaki epitelyum hiicrelerinde ¢okga siki kavsak bulunmasi nedeniyle
kornea epiteli hiicreleraras1 gecgirgenligi az olan bir dokudur. Epitel tabakasi,
metabolizmasi igin gerekli oksijeni atmosferden, aminoasitleri ve glikozu goézyasi
araciligryla kornea ile konjunktiva arasinda sinir olan limbus c¢evresindeki kapiller
agdan ve akoz hiimorden difiizyon yoluyla saglar. Hidrofobik 6zellige sahip olan
iyonize olmamis bir ilag kornea epitelinden kolaylikla gegerken, hidrofilik ve iyonize

ilaglarin geg¢isi icin epitel dnemli bir engel olusturur.



1.1.1.2. Bowman Membrani:

Korneanin ikinci tabakasi olup kolajen liflerden ve bu liflerin arasinda yer alan dolgu
malzemesinden meydana gelmistir. Hiicresel igerigi ve ¢ogalma yetenegi olmayan
bir tabakadir. Epitelde meydana gelebilecek iltihabi durumlarin stromaya ge¢isini

engelleyen énemli bir bariyerdir.

1.1.1.3. Stroma:

Kornea kalinliginin % 90’ in1 olusturur ve modifiye bag dokusundan meydana gelir.
Stroma, korneanin iskeletini olusturan en Gnemli tabakadir. Birbirine dik ag1 ile
yerlesmis tip I kolajen lamelleri igerir. Yapisindaki glikozaminglikanlar kolajen
lamellerinin  diizgiin bir tabaka olusturmasina katkida bulunur. Korneanin
saydamligini saglar. Stromanin yaklastk % 78’ ini su olusturur, dolayisiyla

hidrofilik ilaglarin stromadan gegisi kolaydir.

1.1.1.4. Dessement Membrani:

10 -15 um kalinliginda, stroma ile endotel arasinda olup oldukga elastik bir dokudur.

1.1.1.5. Endotel:

Korneanin en arka tabakasidir. Tek katli epitel benzeri hiicrelerden olusur. Bu
hiicreler birbirlerinden hiicre i¢i bosluklarla ayrilmistir. Endotelin ¢ temel
fonksiyonu vardir, bunlar akéz hiimore karsi engel gorevi, metabolik pompa
fonksiyonu ve korneanin saydamligini saglamaktir. Endotel fonksiyonlart bozulursa
kornea 6demi gelisir [12,17 -21].

Kornea, goze uygulanan ilaglarin okiiler yararlanimi agisindan en Onemli
absorpsiyon membranidir. Korneadan ilag absorpsiyonu esas olarak bu membrani
olusturan tabakalarin ilaca kars1 gecirgenligine bagl olarak degisir. Epitel membrani
sik1 kavsaklar nedeniyle hiicreler aras1 gecise direnclidir. Dolayistyla ilacin biiyiik
kismi hiicre membraninda ge¢mek zorundadir. Epitel, hidrofilik ve iyonize

maddelerin gecisine engel olurken, hidrofobik ve yagda ¢oziinen maddeler bu
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tabakadan kolayca absorplanir. Hidrofobik, iyonize olmamis bir ilag epitelyumden
kolaylikla gecer, epitelin pH’1 ile iyonize, suda ¢6ziinen forma doniisiir ve bu sekilde
stromaya gegebilir. Stroma hiicre dis1 bir matriks oldugu i¢in 500 kD a kadar
biiyiikliikteki molekiillerin gegisine izin verebilir. Hidrofil bilesikler stromadan
gecerken lipofilik maddeler i¢in stroma bir engel olusturur. Endotel ise ilaglarin
gecisine molekiil biiyiikliigiine bagl olarak direng gosterir [14,15].

Korneada damar yapisi olmadigindan sistemik uygulanan ilaglar korneaya
ulasamazlar. Bu nedenle de korneal hastaliklarin tedavisinde daha ¢ok topik

uygulamalar tercih edilir.

1.2. Keratokonus (KC);

Diinya ¢apinda genellikle genglerde rastlanan, kornea hastaligidir. Gérme rahatsizligi
kornea nakline kadar varan siddetlerde olabilmektedir. Keratokonus korneanin
zayiflamasi ve incelmesi ile olusan, genetik ve ¢evresel etkilerin ortak sebep oldugu
bir hastaliktir [1].

Keratokonus, goziin saydam tabakasinin yani korneanin, incelme ve sivrilesmesiyle
baslar. ilerleyici miyop ve astigmat gériiliir. Keratokonus hastalarinda kornea sekli
bozuktur. Kornea 6nce one dogru sivrilesir, sonra bombeligi artar ve diklesir
Yercekimi etkisiyle zamanla bu bombelik asagi dogru sarkarak kornea merkezinde
asagl yer degistirme ile sonuglanir. Bu sekil bozuklugu da hastada giderek artan
miyopa, astigmata ve gozlik ile diizeltilemeyen goérme bozukluguna yol agar.
Keratokonus korneanin asimetrik bilateral ve non-inflamatuar ilerleyici bir
dejenerasyonudur. Insidansi, genel populasyonda 1/2000°dir. Genellikle ergenlik
caginda baglar ve gozlerin % 20’sinde penetran keratoplasti endikasyonu seviyesinde

ilerleme gosterir [8].



%\Keratokonus
N\

N

Sekil 1.3. Normal ve keratokonuslu kornea [22]

1.2.1. Keratokonusun Etyopatogenezi

Keratokonusun bugiin biyokimyasal ve etiyolojik temelleri ¢ok az anlagilabilmis olup

bir¢ok faktdriin rol aldigr diisiiniilmektedir. Bunlardan bazilar1 sunlardir:

1.2.1.1. Genetik

Kalittimin keratokonus etiyolojisindeki rolii net bir sekilde ortaya konulamamistir.
Olgularin sadece % 10’unda keratokonusun cocuklara aktarildigir goriilmiistiir. Bu
durumda genetik gecisin, degisen penetrasyonla birlikte otozomal dominant olarak
ortaya ciktigi one siiriilmektedir [23]. Keratokonusun ikiz kardeslerde gosterilmesi
etyolojisinde hereditenin roliinii desteklemektedir [24]. Wang ve ark. [25] yaptig
calismada keratokonus olgularinin birinci derece akrabalarindaki keratokonus
prevelansinin normal popiilasyona gore daha fazla oldugu bulunmus, bu artisin da

genetik etkiye bagl oldugu diisiiniilmiistiir.
1.2.1.2. Ekstraselliiler Matriks Anormallikleri
Yapilan ¢aligmalarda, keratokonuslu kornealarda cesitli yapisal anormalliklerin var

oldugu saptanmistir. Calismalarda total protein miktarmin diistiigii, total kollajen

iceriginin degisiklik gosterdigi, keratan siilfat igeriginin arttigi kondiritin siilfat



igeriginin  azaldigr  gosterilmistir  [26,27]. Epitelyal bazal ~membraninda
entactin/nidogenin, fibronektin, alfa3-alfa5 tip IV kolajenin zincirleri ve laminin-1
zincirinin azaldigi, vimentin gibi yara iyilesmesiyle ilgili proteinlerin tenascin gibi
ekstraselliiler matriks proteinlerinin, transforming growth faktor beta, interlokin-1,
1s1-sok protein 27 ve ubiquitin arttii da ¢aligmalarda gosterilmistir [28,29]. Keratan
stilfat proteoglikan cesitlerinden biri olan keratokanin artmasi keratokonusa ozgii
olup, asir1 ekspresyon ile stromada fibrillogenesis olusmasina yol acar [30]. Korneal
kurvaturdeki degisim, kolajenin lamellalar arasi ve lamellalar iginde yanlis

yerlesimlerinden kaynaklandigi diisiinilmektedir [31].

1.2.1.3. Enzim Anormallikleri

Keratokonuslu kornealarda ekstraselliiler matriksin degisik yapilar1 yikima ugrar,
stroma incelir ve bowman tabakasinda yariklanmalar ortaya ¢ikar. Bunun, inhibitor
enzimlerin aktivitelerindeki azalma ve yikim enzimlerinin aktivitelerinde artis
sonucu olusan yikim enzimi ve enzim inhibitorii arasindaki dengesizlikten
kaynaklandig1 diisiniilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda keratokonusta, normal
korneaya gore ciddi ol¢iide daha fazla kollajenaz aktivitesinin mevcut oldugu
goriilmistiir [32]. Keratokonuslu kornealarda asit fosfataz, asit lipaz, asit esteraz,
katepsin G ve B, jelatinaz A (MMP-2) enzimlerinde artig goriilmistiir [33-36].
Tripsin, kimotripsin, elastaz ve plazmini bloke eden o 1 — proteinaz inhibitoru,
tripsin, kimotripsin, elastaz, papain, kollajenaz, trombin, plazmin ve kallikreini bloke
eden o 2- makroglobulin ve matriks metalloproteinazi ile apoptozisi inhibe eden

TIMP-1 enzim inhibitorlerinde de azalma goriilmistiir [37,38].

1.2.1.4. Apoptoz

Apoptozis, normal gelisimde, hastaliklarda ve yara iyilesmesinde ortaya ¢ikan
programlanmig hiicre Olimidir [39]. Yapilan hayvan ¢alismalarinda kornea

epitelinin kronik, tekrarlayan bicimde kaldirilmasinin stromal apoptozisi uyardigi
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gosterilmistir [40,41]. Bu da keratokonus olgularinda, sert gaz gecirgen kontakt lens
kullanimina bagli ya da atopi durumunda oldugu gibi yogun gbz ovusturmaya ikincil
kronik irritasyonun apoptozise yol agabilecegini diisiindiirmektedir [42]. Yapilan
calismalar bu iki mekanizmanin apoptozisi uyarabilecegi belirtilmistir. Bir
transmembran fosfotirozin fosfataz1 olan LAR’in (Leucocyte common antigen
related protein) apoptozisi uyardigi belirtilmistir [37]. Diger mekanizmanin ise
apoptozisi inhibe eden TIMP 1’in (matriks metalloproteinazlarin doku inhibitoru)

keratokonuslu kornealarda diisiik diizeylerde bulunmasidir [37].

1.2.1.5. Sinyal iletim Anormallikleri

Proteinaz inhibitorunun (o 1) promotor aktivitesini baskilayan, bunun sonucunda bu
enzimin diizeyini diistiren bir transkripsiyon faktorii olan Spl’in (Specificity
Proteinl) keratokonuslu kornealarda arttigi gosterilmistir [44]. Ayrica bir fosfotirozin
fosfataz enzimi ve LAR’in keratokonuslu kornealarda arttigi gosterilmistir.
Fosfotirozin fosfatazlarin gorevleri tirozin molekiiliinden bir fosfati uzaklagtirmaktir
[45]. Tirozinin, bu defosforilasyonu ile LAR hiicre igi sinyalizasyonu etkilemekte ve

apoptozisi uyarmaktadir [37].

1.2.1.6. Oksidatif Hasar

Keratokonuslu kornealarda, lipid peroksidasyonu ve nitrik oksid yolu sonucunda
olusan sitotoksik triinlerin biriktigi gosterilmistir [43]. Ayrica ultraviyole 151k (UV),
yogun gbz ovusturma veya kontakt lenslerin neden oldugu mekanik travma, oksijen
radikallerinin kaynagi olabilmektedir [37]. Keratokonuslu kornealarda olusan reaktif
aldehidlerin uzaklastirilmasinda goérev alacak olan aldehid dehidrojenaz smif3
enziminin diizeyi disiik seviyelerde oldugu belirlenmistir [46]. Keratokonuslu
kornealarda serbest radikaller ve superoksidler gibi reaktif oksijenlerin
uzaklastirilmasinda rol oynayan superoksid dismutaz diizeyinin de diisiik oldugu

gosterilmistir [47,48]. Ayrica Keratokonuslu kornealarda sitotoksik bir aldehid olan
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malondialdehid ve sitotoksik peroksinitrit olan nitrotirozin miktarmin da arttig

gosterilmistir.[43].

1.2.2. Keratokonus Tedavisi

Ilerleyen bir seyre sahip olan Keratokonus’un yol actig1 gérme kaybini azaltmak ve
hastalarda gérme diizeyinin arttirilmasini saglamak igin giinlimiizde farkli tedavi
yontemleri uygulanmaktadir. Tedavisi gesitli asamalardan olusmaktadir. Buna gore
oncelikle lens kullanamayan gorme seviyesi diisiikk hastalarda gérme keskinligini
artirmak i¢in kornea i¢i halkalar yerlestirilir, hastaligi durdurmak amacgli Korneal
Kollajen Capraz Baglama (CCL — Corneal Cross Linking) ameliyati yapilir. Tim
bunlara ragmen hastalik ilerler, gérme keskinligi ¢ok diiserse kornea nakli
gerekebilir. Keratokonusta, kollajen fibriller arasindaki gapraz baglarin 6nemli
Olgiide azaldigi daha once yapilan calismalarda gosterilmistir. Kollajen fibriller
korneanin mekanik stabilitesini saglar. Kollajen fibriller arasindaki ¢apraz baglarin
azalmasi, korneanin santral, parasantral alanlarinda incelmeye neden olurken
korneay1 giderek destabilize eder ve bu da diizensiz astigmatizma, miyopi ve gorme
keskinliginde azalmaya neden olur. Korneal Capraz Baglama, kollajen fibriller
arasinda uzanan kimyasal baglarin giiclendirilmesi ve hastalikli korneanin
sabitlestirilmis edilmesi prensibine dayanir. Ayni1 zamanda vitamin B2 (riboflavin)
ve UV-A iginlan ile birlikte kullanilarak, kornea stromasinda kollajen fibriller
arasindaki ¢apraz baglarin olusumunu kolaylastirirken, korneal sertlesme etkisi de
saglar. Son yillarda kullanimda olan korneal kollajen crosslinking (CCL) tedavisi ile
keratokonustaki penetran keratoplasti ihtiyacinin 6nemli Olgiide azaltilabildigi
kaydedilmistir. Keratokonusta diger tedavi segenekleri ise; gozliik, sert kontakt lens
kullanimi, termokeratoplasti, intrakorneal ring segment uygulamasi, epikeratoplasti

ve lameller keratoplastidir [49].

1.3. Serbest Radikaller

Serbest radikal, dis yoriingesinde, bir veya birden fazla ¢iftlenmemis elektron igeren

atom veya organik ya da inorganik molekiillere verilen isimdir. Bu molekiillere
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serbest radikaller, oksidan molekiiller veya reaktif oksijen partikiilleri de denir.
Serbest radikallerin elektron yapilanmalari onlar1 yiiksek derecede kararsiz ve
kimyasal olarak fazla reaktif hale getirir. Bulabildikleri herhangi bir molekiil ile
etkilesime girer ve bu molekiilden ya bir elektron alir ya da ona bir elektron vererek
yapisini bozarlar [50]. Serbest radikaller; organizmanin yap1 elemanlart olan lipidler,
proteinler, karbonhidrat ve niikleikasitler gibi temel hiicresel bilesenlerde hasara yol
acabilme ve enzimlerin yapisimi bozabilme 6zelligine sahiptir [51]. Olusan bu hasar
kanser, romatoit artrit, katarakt, parkinson, diabetes mellitus, ya da bagli immiin
yetmezlik ve hipertansiyon gibi gesitli hastaliklar ile iliskilidir ve biyolojik yaslanma
stirecinde rol oynamaktadir. Giinimiizde hemen her hastaligin bir dereceye kadar

oksidatif strese bagli oldugu kabul edilmektedir [52].

Serbest radikaller viicuttaki hiicrelere saldirir ve tahrip eder. ilk saldirida &ncelikli
olarak yeni bir serbest radikal olusur ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon
baglar. Biyolojik hasarla karakterize radikal reaksiyonlar arasinda en belirgin olani
lipid peroksidasyonudur. Serbest radikaller, hiicre zarindaki yaglardan birine
saldirdiginda yag molekiilii degisime ugrar. Yaglarin degisimi sonucunda; hiicre
zarmin yapisi ve fonksiyonlari zarara ugrar, hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve suyun
uzun siireli olarak transferini yapamaz, harcanan iiriinlerin atilmasini diizenleyemez.
Serbest radikal saldirisinin  devami; hiicre zari yapisinda bulunan yaglarin
pargalanmasina, zariin yirtilmasina ve hiicre bilesenlerinin dagilmasina sebep olur.
Hiicre i¢i bilesenlerin hiicre disina ¢ikmasi etraftaki dokulara da zarar verir. Serbest
radikal saldirist ve hiicre zarinin tahribati yaglarin oksidasyonu veya oksidatif hasar
olarak adlandirilir [53]. Serbest radikallerdeki asir1 yiikklenme viicut i¢in tehlike
olusturur. Ancak viicudun iglevlerini gorebilmesi ve hastaliklardan korunabilmesi
icin de gereklidirler. Serbest radikaller viicudun hastaliklara karst direncini viicudu

saran mikroorganizmalar1 yok ederek arttirir [51].
Radikal molekiiller ve antioksidan savunma giicii dinamik bir denge i¢inde kaldiklar

sirece  organizma  i¢in  olduk¢a  vyararhidirlar.  Ornegin;  ldkositlerle

mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesinin ana mekanizmasi serbest radikallerdir [58-60].
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1.3.1 Radikaller Nasil Olusur?

Icinde bulundugumuz cevrede gesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicresel kosullarda da ciddi bir miktar ve
cesitlilikte radikal tiretilmektedir. Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir:
1.Kovalent bag tastyan normal bir molekiiliin homolitik yikim1 sonucu olusurlar.
(Boliinme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).

X' Y-o>X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 ya da bir molekiilin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki

elektron, atomlardan birisinde kalir.
XY—->X:| +Y+

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+e- ->A-- [69]

1.3.2 Serbest Radikal Olusma Yollar

Serbest radikaller, somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine de saldiran
molekiillerdir [55]. Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda
siirekli meydana gelmektedir [56]. Bu radikaller normal hiicresel metabolizma
sirasinda olusabildigi gibi, cesitli dis etkenler araciligi ile de meydana gelebilir. Kirli
havada, sigara dumaninda, radyasyonda, bitki koruma ilaglarinda, bozulmus
gidalarda ve egzoz dumaninda bulunurlar [53,54]. Serbest radikal olusumuna ayrica,
pestisitler, ¢oziiciiler, petrokimya firiinleri, ilaglar, glines 1sinlari, X-1ginlari, hatta
yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler neden olur. Yogun egzersiz sirasinda oksijen
kullanimindaki artisla serbest radikal olusumuna neden olur [55]. Serbest radikallerin

olusma yollar1 ve yapmis oldugu DNA hasar1 sekil 1.4.’de sematize edilmistir.
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Sekil 1. 4. Serbest Radikallerin Olusumu [57]

Sigara

Cizelge 1.1. Organizmada serbest radikal olusma yollar1 [61]

Organizmada Serbest Radikal Olusuma Yollar:

A. Ekzojen Faktorler:

1. Diyetsel

a. Cok doymamis yag asitlerince zengin beslenme

b. Alkol alimi

c. Fazla kalorili beslenme (obezite)

d. Hayvansal proteinlerce zengin beslenme

e. Asirt demir ve bakir alinmasi

f. Yiyeceklerin uygun olmayan kosullarda hazirlanmasi ve saklanmasi

g. Yemek pisirme yontemlerindeki hatalar

2. Cevresel

a. Sigara dumani

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

c. Diger kirleticiler

d. Radyasyon

3. Tlaclar

a. Antikanser ilaglar (adriamisin vs. )

b. Glutatyon tiiketen ilaglar ( asetaminofen, kokain vs. )

B. Endojen Faktorler:

1. Fiziksel egzersiz/ sedanter yasam

2. Stres

3.Yashlik

4. Doku hasar1 ve kronik hastaliklar(ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon vs.)

5.Diyetsel antioksidanlarin saglayanmasini etkileyen kosullar(istahsizlik, kolestaz
,malabsorbsiyon vs.)
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1.3.3. Reaktif Oksijen Partikiillerinin Olusumu

Serbest radikaller ¢ogunlukla elektron transferi sonucu meydana gelirler. Serbest
radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya nétral olabilirler. Bu radikallerin en ¢ok
rastlanan kaynagi, iki tane ¢ift olmayan (tek) dis elektrona sahip olan oksijendir [55].
Mitokondride aerobik solunumda kullanilan oksijenin % 2 - 5° i serbest oksijen
radikallerine (ROS) doniistiiriilir [63]. Biyolojik sistemlerde en 6nemli serbest
radikaller siiperoksit ve hidroksil radikalleridir (OHe) [62]. Canl1 sistemlerde oksijen
radikalinin zararl etkilerinin uzaklastirilmasi gerekir. Ciinkii stiperoksit radikali sulu
cozeltilerde H202 olusturmakta ve olusan hidrojen peroksit veya siiperoksit radikali,
Fe+2 ve Cu+2 gibi gecis metalleri ile tepkimeye girmesi sonucu daha etkili bir
serbest radikal olan hidroksil radikalini (OHe) olustururlar [64]. Bu donistimler
Fenton ve Haber-Weiss tepkimeleri olarak isimlendirilir:

H202 + Fe+2 — OH- + OHe + Fe+3 Fenton Reaksiyonu.
H202 + O2e — OH- + OHe + O2 Haber-Weiss Reaksiyonu [65].

OHe radikali, canli sistemlere ¢ok zararli olabilecek c¢ok giiclii bir radikaldir. Birgok
patolojiye neden olan biyokimyasal degisimleri olusturulabilir [65]. Oksijenin diger
bir metaboliti singlet oksijendir (‘'O2). Bu molekiil oksijenin enerji yakalamasiyla
sekillenir. Singlet oksijen serbest radikal degildir [66]. Ancak biyokimyasal olaylarda
onemlidir ve doku hasarlarina yol agabilir. Bu zararlarinin ortadan kalkis1 vitamin A
ve diger retinoitler veya B-karoten ve diger karotenoitler gibi antioksidanlarin singlet

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

Biitiin bu agiklamalara gore oksidanlar, tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska
molekiiller ile kolayca elektron aligverisi yapabilenler (radikaller) ve elektron
eksiklikleri olmadig1 halde baska molekiillerle radikallerden daha zayif bir sekilde
bilesenler olarak (non radikaller) 2 grupta toplanirlar [68]. Bunlar gizelge 1. 2.’de

gosterilmistir.
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Cizelge 1. 2. Patolojik olarak 6nemli oksijen tiirevleri [61,68]

Patolojik olarak 6nemli oksijen radikalleri:

Ad1 Molekiiler Formiilii
Stiperoksit radikali 02-
Hidroksil radikali .OH
Nitrik oksit NO.
Ferril iyonu FeO.+2
Perferril iyonu FeO2.+2
Allil R.
Aloksil RO.
Peroksil ROO.

Radikal olmayan oksijen tiirevi bilesikler:

Hidrojen peroksit H202
Singlet Oksijen 0,
Ozon O3
Hipoklorit asit HOCI
Lipit hidroperoksit LOOH
Peroksinitrit ONOO.

1.3.4 Nitrozatif Stres

Nitrozatif stres, biyomolekiillerin ugradigi nitrozasyon tepkimeleridir. Nitrozasyon,
reaktif nitrojen oksit tiirleri tarafindan niikleofil bir gruba nitrozonyum (NO+)
grubunun aktarilarak nitrozil tiirevinin olusturulmasidir. Proteinler, niikleik asitler ve
glutatyon gibi antioksidanlarin olusan reaktif tiirlerle modifikasyonu nitrozatif stresin
temelini olusturur. Terim olarak oksidatif stres ilk anda oksijen radikallerinin
tretimindeki artistan kaynaklanan etkileri hatirlatir.  Ancak nitrik  oksitten
kaynaklanan reaktif tiirler de oksijen radikallerine benzer sekilde biyolojik
molekiillerle tepkimeye girerler. Ornegin reaktif nitrojen oksit tiirleride oksijen
radikalleri gibi lipid peroksidasyonunu baslatabilir, DNA’da zincir kirilmalarina arti
baz modifikasyonlara neden olabilir, metal iyonlarmnin oksidasyon durumlarini
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degistirebilir, proteinleri oksitleyebilir ve antioksidanlarin tiiketimine neden
olabilirler. Viicutta oksijen radikallerinin sentezinin artmadigi durumlarda,
indiiksiyonlar sonucu artmis nitrik oksit (NO) sentezi kendi basina oksidatif strese
neden olabilir. Bu nedenle in vivo kosullarda gelisen oksidatif stresi sadece oksijen
radikallerinin yapimindaki artisa baglamak dogru degildir. Genel bir kural olarak,
patolojik durumlarda nitrik oksit ve oksijen radikallerinin yapimi es zamanli olarak
gerceklesir; ya da bir radikal tiirtiniin neden oldugu etkiler diger radikal tiiriin

yapimini da hizlandirir [70].

Cizelge 1. 3. Biyolojik sistemlerde major nitrojen tiirleri [71]

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) Formiil
Nitrik oksit (nitrojen monooksit) *NO
Nitrojen dioksit *NO2
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOCH
Dinitrojen trioksit N203
Nitril klorid NO2CI
Nitronium ion NO+2
AlKilperoksinitrit ROONO
Nitrozotiol RSNO
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1.3.5 Serbest Radikallerin Hiicre ve Dokularda Yol Actig1 Zararlar

1- DNA’nin hasar gérmesi

2- Niikleotid igeren koenzimlerin yikimi

3- Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiyol/distilfit oraninin degismesi

4- Protein ve lipitlerle kovalan baglanmasi

5- Enzim aktivasyonu ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler

6- Mukopolisakkaritlerin yikimi

7- Protein yapisinin bozulmasi

8- Lipit peroksidasyonu, hiicre zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi

9- Zar proteinlerinin hasar1 sonucu tasima sistemlerinin bozulmasi

10- Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi

11- Kollajen ve elastin gibi uzun émiirlii bilesiklerdeki indirgenme ve yiikseltgenme

olaylarinin bozularak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi [61].

Cizelge 1. 4. Serbest radikallerin neden oldugu baglica hastaliklar [61]

Serbest Radikallerin Neden Oldugu Hastaliklar:

1. Ateroskleroz

2.Kanser

3.Alzheimer hastalig

4.Parkinson hastaligi

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 Bolgeleri

Giines, canlilar icin vazgecilmez yasam kaynaklarindan biridir. Yeryliziine ulasan
15181 biiylik kismi goriiniir ve infrared 1sinlardan, geri kalan %5’den az kismi ise
ultraviyole 1sinlardan olusur [72,73]. Giines, elektromanyetik spektrumdaki tim
dalga boylarindan 1s1n yaymaktadir. Giinesten gelen bazi UV dalgalar1 yerkiire
atmosferini  gegmekte, ancak ozon tabakasi gibi baz1 gazlar tarafindan
tutulmaktadirlar. Bazi giinler daha fazla UV radyasyonu diinyaya ulasmaktadir.
Bilim adamlar1 UV radyasyonunun zararli etkilerinden insanlarin korunmasinda,
yardimcr olacak UV indeksini gelistirdiler [75]. Elektromanyetik dalgalar, dalga
boylarina veya enerjilerine goére c¢ok genis bir alana yayilirlar. Elektromanyetik

spektrum bolgeleri Sekil 1. 5. deki gibi gosterilebilir.

107 1070 10°® 10+ 10? 1 10?
| | 1 1 | 1 |
Gamma Ultra- Micro- Radio
Rays Yelays Violet infrared wave Waves
Visible Light
. 0
LI ™ | m | w Wrviength (vm) ™
W{vd;nd UV vy damagig UVA b beve demaging e WV
e UVE e 20 B vlin sod open bet bty Sere han boen

Sekil 1. 5. Elektromanyetik spektrum bolgeleri [76]
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Cizelge 1. 5.°de ise elektromanyetik spektrumdaki isinlar ve dalga boylart ayrintili
bir sekilde belirtilmektedir.

Cizelge 1. 5. Elektromanyetik spektrumdaki isinlar ve dalga boylar1 [77]

ISINLAR DALGA BOYLARI
Gama Isinlar1 <0,1A°

X Isimlar 0,1-100A°

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)
Goriliniir Isinlar 400-700 nanometre (nm)
IR Civari 0,74-1,5 mikrometre ( um )
IR 1,5-5,6 mikrometre ( um)
IR Otesi 5,6-1000 mikrometre (um )
Mikrodalgalar 1-5 milimetre (mm)
Radyo Dalgalari >5milimetre (mm)

1.4.1. Ultraviyole (UV)

Ultraviyole radyasyon, tiim hayatimiz boyunca maruz kaldigimiz bir tiir goriinmez
iyonize olmayan radyasyon seklidir. UV, solar radyasyonun dogal diisiikk yogunluklu
bir bilesenidir [74]. Ultraviyole 1sinlarinin, fotosentez, D vitamini sentezi, patojenleri
oldiirmek, 1s1 saglamak, bazi deri hastaliklarini iyilestirmek (fototerapi) gibi yararh
etkileri vardir. UV’ nin ayn1 zamanda ciltte giines yanigi, fotoallerjik ve fototoksik
reaksiyonlar, fotoimmunolojik degisikler, mutasyonu uyarma, deri yaslanmasi ve

deri kanserleri ayrica goz kapaklar1 ve gozlere de zararl etkileri vardir [72].
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UV radyasyonu derinligine niifuz edemedigi i¢in derin dokular1 etkilemez. UV’den
etkilenen organlar goz ve deridir [74]. Ultraviyole 1sinlari, dalga boylarina gore 200-
280 nm UV-C, 280-320 nm UV-B, 320-400 nm UV-A olmak lizere 3gruba ayrilir.
Yeryiiziine ulasan UV 1sinlariin %90-95’1 UV-A, %5-10’u UV-B’den olusur. UV-
B’nin biliylik kismi ozon tabakasi tarafindan tutuldugu igin giines 1s1ginda az
miktarda bulunur. UV-C ise diinyaya ulasmadan ozon tabakasi ve nem tarafindan

tutuldugu i¢in giines 1s181inda yoktur.

Stratosferdeki ozon tabakasi son yirmi yilda incelmeye hatta yok olmaya baslamistir.
Ozon tabakasinin bozulmasmin basta gelen nedenlerinden biri (CFC)
kloroflorokarbon bilesenlerinin kullaniminin artmasidir. Ozon tabakasindaki incelme
sonucu yeryliziine ulasan UV-B’nin miktar1 artar. Ayrica normalde yeryiiziine

ulagamayan ve giiclii kanserojen olan UV-C’de yeryiiziine dogrudan ulasir [72].

1.4.1.1. UV-A Isim

Dalga boyu 320-400 nm arasindadir. UV 1sinlart iginde dalga boyu en fazla ve
enerjisi en az olan isinlardir. Giines kaynakli UV-A 1sinlar1 atmosfer tarafindan
tutulmamakta, camdan gecebilmektedir. Dermis olarak bilinen i¢ deriye kadar niifuz
edebilmektedir. Bu yiizden erken yaslanmaya ve deride kirigikliklara, deri kanserinin
ilerlemesine neden olmaktadir [75]. Deride var olan pigmentlerin oksidasyonunu
saglayarak hizli bir pigmentasyona sebeb olur, ancak bu ¢abuk kaybolan gegici bir
pigmentasyondur. UV-A, deri hastaliklarinin tedavisi amaci ile de kullanilmaktadir
[72]. Goze gelen UV-A lens tarafindan sogurulur [10].

1.4.1.2. UV-B Isim

Dalga boyu 280-320 nm arasinda olan ve hem enerji hem de dalga boyu agisindan
UV bandmin ortasinda yer alan isinlardir. UV-A’dan yaklasik 1000 kez daha
giiclidiir [75]. Biyolojik olarak zararli olan UV-B radyasyonu stratosferik ozonun
konsantrasyonuna bagli olarak yer yiizeyine ulasmaktadir. UV-B'yi absorbe ederek

yeryiizeyine ulagsmasini engelleyecek sadece stratosferik ozon tabakasi degildir. UV
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isinlarinin biiyiik bir kismi da bulutlar tarafindan absorbe edilmektedir. Atmosferik
kirlilik, UV 1sinlarina maruz kalmay1 yerel ve kiiresel olarak etkileyebilmektedir. En
onemli etkisi insanlarin bagisiklik sistemini zayiflatmasidir. Diger bir 6nemli etkisi,
insanlarda gegici korliikk, korneanin zedelenmesi ve ileri yaslarda katarakta sebep
olmasidir. UV-B 1sinlarinin insanlar iizerine bir bagka zararli etkisi de deri kanseridir.
Uzun siireli UV-B 1sinlart altinda kalindigi takdirde 6nce deri hiicrelerinde bozulma,
40 yaslarinda timor olusumu ve 50 yaslarinda da ileri safhada kanser olusumu
goriilebilmektedir [75]. Deride kalict pigmentasyona neden olur. UV-B isinlari

pencere camindan gegmez. Giines yanigininen biiyiik sorumlusudur[72].

Goze ulagsan UV-B’nin ¢ogunlugu Kkorneanin epiteli ve stroma hiicrelerinde
sogurulur. Kalan UV-B’ nin de tamami lens tarafindan sogurulur. Kornea epiteli

hiicreleri UV- B’ye dogrudan maruz kalan ilk hiicre tabakasidir[10].

1.4.1.3. UV-C Isim

Dalga boyu 200-280 nm arasinda UV’nin C bandinda, dalga boyu en kisa, enerjisi en
yiiksek olan iginlardir. Deri veya goz ile temasi sonucunda kansere yol agmaktadir.
Koruma 6nlemi almadan hi¢bir sekilde UV-C radyasyonuna maruz kalinmamalidir.
Gilines kaynakli UV-C ismnlart ozon tabakasi tarafindan filtre edilir ya da
atmosferdeki gazlar tarafindan tutulmaktadir [75].
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200 nm
280 nm
315 nm
380 nm

Crystalline lens
Cornea

Sekil 1. 6. UV Cesitlerinin G6zdeki Hasar1 [78]

1.5. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli tanimi1 canli dokularin viicut disinda yasatilmasini, siirekli iiretimini ve
gelisimini ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut isisinda
kiiltire edilmekte ve viicudun 6zgiin fizyolojik konumunu taklit eden besleyici
stvilarda beslenerek ¢ogaltilmaktadir [79]. Hiicre kiiltiirleri, glinlimiizde sitogenetik
biyokimyasal ve molekiiler biyolojik ¢alismalarda, tan1 veya arastirma ve {iretim
amactyla yogun olarak kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin amaci, bir grup hiicreyi
yasatmak, ileri ¢alismalar i¢in ¢ogaltmak, gerektiginde kullanmak i¢in dondurarak

saklamaktir [80].

1.5.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Tarihcesi

Hiicre kiiltiiriiniin tarihgesi 1800’lii yillara kadar uzanir. Ilk olarak 1866 yilinda in
vitro doku kiiltiirti ¢alisilmis ve amfibi kan hiicrelerinin 35 giin canli kalabilmesi
saglanmistir. 1885’te Wilhelm Roux, tavuk embriyosunun mediiller tabakasini

alarak, 1lik salin soliisyon iginde giinlerce canli tutarak doku kiiltiiriiniin temellerini
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atmigtir. 1903 yilinda Jolly, in vitro kosullarda hiicre boliinmesi ve yasamu ile ilgili
ilk detayli gozlemleri yapmistir. Semenderlerden bir ay boyunca asili damlalar
seklinde 16kosit elde etmistir. Bu ¢alisma 1906 yilinda, Ewing ve Beebe tarafindan

takip edilmis ve doku kiiltiirti kavramina ilk gergek girisimi olusturmustur [81].

1910-1914 yillar1 arasinda temel hiicre, doku ve organ kiiltiirlerinde 6nemli adimlar
atilmigtir. Aseptik kosullarda ¢alismalar yapilmis ve 1914 yilinda da ger¢ek anlamda
ilk doku kiltiirii yapilmistir. 1913 yilinda Burrows ve Carrell, hayvan hiicrelerinin
aseptik kosullar altinda diizenli beslenmeleri halinde kiiltiir ortaminda uzun siire
biiyliyebilecegini gostermislerdir. 1952’de insan servikal karsinomasindan tiireyen
hiicrelerin siirekli (continuous) serisini ortaya konmustur ki, bu bugiin iyi bilinen
Hela hiicre serisi olmustur. 1955-1960 yillar1 arasinda Eagle, bugiin de kullanilmakta
olan temel hiicre kiiltiirii vasatlarini hazirlamistir. 1979 yilinda Green ve arkadaslari
epidermal hiicre kiiltiirleri hazirlamislardir. Diinya genelinde siiregelen ¢aligmalarin
devaminda 1986°da Martin ve Evans ile arkadaslar1 fareden pluripotent embryonik
kok hiicrelerini izole ederek kiiltiiriinii yapmuslar 1992°de Rosenfield ve arkadaslari
genetik olarak modifiye edilmis hiicreleri gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanmaya
baglamiglardir. 1998’de de Thomson ve Gearhart ve yardimcilar: insan embriyonik

kok hiicrelerini izole etmeyi bagarmiglardir [81].

1.5.2. Hiicre Kiiltiirlerinin Siniflandirilmasi

Hiicre kiiltiirleri primer doku eksplantlarindan, siirekli hiicre serilerinden veya kok
hiicrelerinden tiiretilebilir. Primer hiicre kiiltiirleri tipik olarak smirli bir yasam
stiresine sahipken (belli bir boliinme sayisindan sonra ¢ogalma durur), stirekli hiicre
serileri (hiicre soylari) anormal (kanser hiicreleri gibi) ya da transformasyona
ugratilmis hiicre serileridir. Kok hiicreler ise viicudumuzda biitiin dokular1 ve
organlari olusturan ana hiicrelerdir. Heniiz farklilasmamis olan bu hiicreler sinirsiz
bolinebilme ve kendini yenileme, organ ve dokulara doniisebilme yetenegine
sahiptir [80]. Giintimiizde kiiltiirler gogunlukla dokudan ayristirilmis olarak hiicre
stispansiyonlarinda yapilmaktadir. Ancak ¢ogu doku hiicreleri siispansiyon ortamda

yasamaya uyumlu degillerdir ve bdoliinmek ve cogalmak igin kat1 bir yiizeye
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gereksinim duyarlar. Hiicre kiiltiirleri i¢in bu gereksinim plastik doku kiiltiir
kaplarinin yiizeyi ile karsilanir. Kandan tiiremis hiicre serileri (16semi ve lenfoma
hiicre serileri gibi) siispansiyon besiyerlerinde iiremeye egilimliyken, akciger ve
bobrek gibi solid dokulardan tiiremis hiicre serileri tutunarak tabaka seklinde tireme
egilimindedirler. Hiicrelerin tiirlerine goére gereksinimleri farkliliklar gostermekle
birlikte ¢cogu hiicreler, kiiltiir kaplar1 kollajen ya da laminin gibi 6zel ekstraselliiler
matriks yapilariyla kaplanmazsa ¢ogalmaz ve farklilasmazlar [82, 83, 84].

Hiicre Kiiltiirler: primer hiicre kiltiirleri, diploid hiicre kiiltiirii ve hiicre soylari

olmak tizere tice ayrilir.

1.5.2.1 Primer Hiicre Kiiltiirii

Bir organizmanin dokularindan dogrudan hazirlanan kiiltiire ‘primer kiltiir’ denir.
Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicreler, genotip ve fenotip olarak orijinal
doku hiicresi ile ayni1 6zellikleri igerir. Primer kiiltiirlerin kromozomal anomalileri
olmadigindan daha normal fenotipleri vardir. Ancak bu hiicrelerin deneysel cogalma
imkanlart smirhdir [85]. Primer hiicre kiltiirleri ilk pasajdan sonra bir kiltiir
ortamindan digerine tasinirlar. Bu isleme subkiiltiir denir. Yeni iiretilen hiicre
kiiltiirleri ayn1 fonksiyonel ozelliklere sahip hiicre hatlarini olustururlar. Hiicre
hatlar1, hiicrelerin orjinali olan dokunun &zelliklerine gore degismek sartiyla cesitli

sayilarda subkiiltiirlere izin verirler [86,87].

Bu hiicrelerin kiiltiir kabindan alinip ¢ogaltilmasiyla elde edilen kiiltiirlere de
‘sekonder kiiltiir’ denir. Boylece elde edilen hiicreler asil kokenlerinin 6zelliklerini
yansitmayi siirdiiriirler. Ornegin, fibroblastlar kollajen salgilamaya, embriyonik kas
hiicrelerinden iiretilen hiicreler kiiltiir ortaminda kas lifleri olusturarak kendiliginden
kasilmaya, sinir hiicreleri aksonlarini uzatarak diger sinir hiicreleriyle sinapslar
yapmaya, epitel hiicreleri de saglam bir epitelin Ozelliklerini tasiyan tabakalar
olusturmaya devam ederler. Primer hiicre kiiltiirleri “sonlu’” (finite) dir. Yani
pasajlamalar sonunda hiicreler yaslanarak oliir. Bu nedenle, primer hiicrelerle belirli
sayilarda pasajlama yapilabilecegi ic¢in deneylerin bu doénemde yapilmasi ¢ok

onemlidir. Primer hiicrelerle c¢aligabilecek pasaj sayist hiicre tipine gore
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degismektedir. Primer hiicreler pasajlamalar sonucunda oliimsiiz (immortalize)
olabilirler, bu durumda, bir hiicre soyu (cell line) elde edilmis olur. Bir dokudan
mekanik ya da enzimatik yontemlerle izole edilen primer hiicreler igin 4 farkli

gelisme asamasi belirlenmistir:

a- Hiicrelerin dokunun disindaki in vitro ortama alismalari
b- Eksponansiyel ¢ogalma asamasi
C- Hiicrelerin giderek ¢ogalma hizinin yavasladigi durum

d- Hiicrelerin yaslandigi, ¢ok zor boliindiigii ve 6lmeye basladiklar1 asamadir.

Deneyler eksponansiyel biiyiime doneminde planlanmali, bu hiicrelerin bir kismi
dondurularak, ilerideki ¢alismalar icin saklanmalidir. Primer hiicre kiiltirlerinde tek
bir hiicre tipi hakkinda elde edilebilecek en iyi bilgiyi edinmek i¢in o hiicrenin
dokudan diger hiicre tiplerinden ayrilarak izole edilmesi gerekir. Bunun sonucunda
olusan homojen hiicre popiilasyonu ya dogrudan ya da kiiltiir ortaminda (besiyeri,
medium) c¢ogaltildiktan sonra analiz edilebilir. Farkli hiicre tiirlerini i¢eren doku

stispansiyonundan degisik yontemlerle ayrilarak (izole edilerek) tipleri belirlenebilir.

Degisik hiicre tiirlerinden olusan bir dokudan tek bir (uniform) tip hiicreleri ayirmak
icin yapilmasi gereken ilk iglem, tiim hiicreleri bir arada tutan ekstraselliiler matriksi
ayirmaktir. Bunun i¢in doku 6rnegi, proteinleri parcalayan tripsin ve kollajenaz gibi
proteolitik enzimler ve hiicre adezyonunda rol oynayan kalsiyum iyonunu (Ca+2)
baglayan EDTA gibi ajanlarla muamele edilir. Cogu omurgali hiicreler kiiltiirde
siirh sayida boliinmeden sonra hiicre 6limii (cell senescence) denilen bir siirece
girere boliinmeyi durdururlar. Ornegin, insan fibroblastlar: kiiltiirde sadece 25-40 kez
kadar béliiniirler. Bu olay telomerlerin kisalmasima baglidir. Insan somatik hiicreleri
telomeraz enziminin yapimini durdurduklari igin telomerler kisalmakta vehiicrelerin
yasami da sinirli olmaktadir. Bu hiicrelere telomeraz enziminin katalitik altbirimini
kodlayan bir gen katilmasiyla sonsuz ¢ogalmalari saglanabilir ve bdylece oliimsiiz

(immortalized) hiicre serisi olarak kullanilabilirler [80].
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1.5.2.2. Diploid Hiicre Kiiltiirleri

Primer kiiltiirlerin subkiiltiirlerinden elde edilir. Tekrarlanan pasajlar sonucu orijinal
dokunun Karyotipini kaybetmemis olan hiicre dizileri olarak tanimlanir [84,88]. Bu
kiiltiirlerdeki biitiin hiicreler orijinal olan dokunun % 85 karyotipine sahiptir. Diploid
kiiltiirlerde bazi hiicrelerde kromozom tipleri kaybolabilir ve yerine baska bir tip

yerlesir. Bu hiicrelere pseudodiploid hiicreler ad1 verilir [89].

1.5.2.3. Hiicre Soylar:

Primer kiiltiirlerden spontan mutasyonlar sonucunda kendiliginden ya da kimyasal
ajanlar yada viriisler eklenerek olusturulurlar. Tiimér dokusundan alinan hiicrelerden
de elde edilirler. Primer kiltirden farklari; kiltirde yiiksek yogunluga
ulagabilmeleri, biiytime faktorleri ve seruma daha az gereksinim gostermeleri,
¢ogalmak igin bir zemine tutunma gereksinimlerinin az olmasi, sonsuz ¢ogalma
yetenekleri olarak siralanabilir. Ornek olarak 3T3 fibroblastlar, L929, CHO, HL60,
verilebilir. Hiicre soylari, arastirmacilardan, Tiirkiye de Sap Enstitiisii Hiicre Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan, Amerika hiicre kiiltiir koleksiyonundan veya National Institute of

Health servislerinden elde edilebilir [90].

Aragtirmalar herhangi bir kiiltiiriin, devamli doku kiiltiirii olabilmesi i¢in en az 70

defa subkiiltiiriiniin yapilmis olmasi gerektigini gostermistir [89] .

Yaygin olarak kullanilmakta olan hiicre serileri ve koken aldiklar1 dokular Cizelge

1.6.’da gosterilmistir.
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Cizelge 1. 6 Hiicre serileri ve kokenleri [91]

Hiicre serisi Hiicre tipi ve kokeni

L 929 fibroblast hiicresi (fare)

3T3 fibroblast hiicresi (fare)

BHK21 fibroblast hiicresi (hamster)

MDCK epitel hiicresi (kdpek)

HelLa epitel hiicresi (insan)

PtK1 epitel hiicresi (rat)

L6 miyoblast hiicresi (rat)

SP2 plazma hiicresi (fare)

COS bdbrek hiicresi (maymun)

DT40 lenfoma hiicresi (civeiv)

R1 embriyonik kok hiicreler (fare)
HepG2 karaciger epitel hiicresi (insan)
HEK?293 bobrek epitel hiicresi (insan)

HL60 l6semi (lenfoblastik hiicre) (insan)
SH-SY5Y noroblastoma hiicresi (insan)

H1, H9 embriyonik kok hiicresi (insan)

PC 12 kromaffin hiicresi (rat)

293 bobrek hiicresi (insan), adenoviriisle transforme edilmis
CHO over hiicresi (hamster)

E14 embriyonik kok hiicresi (fare)

T24 mesane epitel hiicresi (insan)

S2 makrofaj benzeri hiicresi (drosofila)
BY2 farklilasmamis meriStematik hiicreler (tiitiin)
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1.5.3. Hiicre Kiiltiirlerinin Yapilmasi

1.5.3.1. Kiiltiirdeki Hiicrelerin Gelisme Fazlari

In vitro kiiltiirii yapilan hiicrenin morfolojisi in vivo ortamdakine gére oldukga

farklidir. In itro olarak ¢ogaltilmak istenen hiicre bu esnada 4 fazdan gecer [92,93].

1.5.3.1.1 Ayrilma Faz1 (Dispersiyon)

Direkt olarak insan, hayvan veya kiiltiirde alinan hiicreler, normal sekilleri nasil
olursa olsun siispansiyon halinde iken tek tek ya da ¢ok sayida bir araya toplamis
kiimeler halinde serbest durumda goriiniirler [92]. Hiicreler protoplazmalarinin
kontraksiyonu sonucu orijinal sekillerinden farkli olarak yuvarlak hale gelirler. Bu

asama dispersiyon veya ayrilma fazi olarak adlandirilir [92,93].

1.5.3.1.2. Yapisma Fazi

Siispande halde serbest olan yuvarlak hiicreler bir kati yiizey ile temas ettiklerinde bu
kat1 yiizeye yapisirlar. Siispanse halde olan hiicreler, kati yiizeye 37 °C’ de 2 saat
icersinde yapisirlar. 24 saat igerisinde hiicreler artik ylizeye tamamen yapismis ve

yapisal sekillerini olusturmuslardir [92].

1.5.3.1. 3. Cogalma Faz1 (Eksponansiyel)

Hiicreler, kat1 bir ylizeye yapistiktan birka¢ saat sonra ¢ogalma fazina girerler [92].
Cogalma fazinda istisnai durumlar disinda her bir hiicreden iki hiicre meydana gelir.
Kromozom formasyonu olmadan nukleusun ve bunun hemen ardindan sitoplazmanin
ikiye boliinmesi “amitoz ¢ogalma” olarak adlandirilir. Bu tip ¢ogalma, genellikle, az
olmakla beraber in vitro ¢ogalan hiicrelerde olduke¢a sik goriliir [92,93]. Deneyler
eksponansiyel biiylime déneminde (¢ogalma fazi) planlanmalidir. Bu hiicrelerin bir

kismi1 da dondurulmalidir. Ilerideki calismalar igin saklanmalidir [90,94].
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1.5.3.1.4. Dejenerasyon Fazi

In vitro kiiltiiri yapilan ve c¢ogaltilan hiicreler, besiyeri igersindeki gerekli
maddelerin kullanilmasi1 sonucunda azalmasi ya da ortamda asir1 toksik katobolitlerin

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

1.5.4. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Hiicrelerin in vitro sartlarda tiiretilmeleri ve subkiiltiirlerinin yapilabilmelerinin
bulunmasiyla bu alanda gelistirilen ¢alismalar hiicrelerin tretilebilmesi daha uygun
besiyerlerinin saglanmasi ve embriyo ekstraktlari, protein hidrolizatlari lenfe benzer

besiyerlerinin hazirlanmasina yonelmistir [95,96].

Hiicre kiiltiir laboratuarinda en ¢ok kullanilan sentetik besiyeri Eagle®s Minimum
Essential Medium (EMEM) ,,dur. EMEM’un bir modifikasyonu olan Dulbecco
Minimum Essential Medium (DMEM) kullanilan daha zengin diger bir besiyeridir.
Basit bir besiyeri; dengeli tuz soliisyonu, temel aminoasitler, vitaminler ve diger
besleyici maddelerden olusur. Besiyeri igerisine hiicrelerin  gelismeleri ve
¢ogalmalar1 i¢in %5-10, hiicrelerinin en disiik seviyede aktivitelerini siirdiiriip
canliliklarinin devami igin ise %2 oraninda hayvan serumu ilave etmek yeterli
olmaktadir [95,96]. Medium 199 (M199) ve Raswall Park Memorial Institute
(RPMI) hiicre kiiltiir laboratuarlarinda kullanilan diger 6nemli besiyerleridir [95,96].

Hiicrelerin gelisimleri igin besiyerlerine % 7,5-10 FBS (Fetal Bovin Serum)
eklenirken, metabolik aktivitelerinin devami i¢in ise % 2 oraninda FBS yeterlidir.
Genellikle kullanilan serumlar insan veya hayvan serumu olmakla birlikte tercih
edilen FBS’ dur. Kiiltiir ortamindaki bakteri ve mantar kontaminasyonunu 6nlemek
icin besiyerine antibiyotikler ilave edilir. Siklikla genis spektrumlu antibiyotiklerin
streptomisin, penisilin ve amfoterisin B (fungizone) ya da gentamisin, ampoterisin B
ve Nystatin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir [95,97]. Kiiltiir ortam1 Optimum pH
kosullar1 7.2 - 7.4 arasinda olmalidir. Hepes genellikle hiicre kiiltiirti besiyerinde

kullanilmakta olan organik pH tamponudur. Sodyum bikarbonatin pH’y1 tamponlama
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kapasitesi smirlt oldugundan dolayr igersinde hem HEPES, hem de sodyum
bikarbonat bulunduran besiyerleri sadece HEPES bulunan besiyerlerinden daha etkili
olarak tamponlanmislardir [95, 96, 97]. Besiyerleri ve besiyerlerine eklenecek olan
biitiin maddeler sterilize edilmis iyonize su ile hazirlanir. Basarili bir kiiltiir sistemi
icin kiiltiirde kullanilacak suda minerallerin olmamasi gerekir [97]. Hiicre kiiltiirti
besiyeri ¢alisma ortaminda inorganik tuzlarin birgok gorevi vardir, sodyum, kalsiyum

ve potasyum iyonlari ile hiicrenin osmotik basincini saglarlar [80].

Insan doku ve hiicreleri 37°C'de kiiltiire edilir. Buna karsin canli viicudunda deri gibi
daha diisiik 1silarda varligini siirdiiren hiicre veya doku kiiltiirleri i¢in 1-2°C daha
diistik 1silar kullanilabilir [ 98, 99, 100]. Genellikle istenen nem oran1 %97' dir [98].
Hiicrelerin biiylimesi icin gerekli olan O2 miktar1 bir hayli azdir. Hiicre kiiltiirii
calismalarindaki; O2 miktart %1-10 arasinda oldugu kosullarda, hiicre biiylimesi
belirgin olarak artmaktadir [98].

1.5.5. Dondurularak saklama

Hiicreler sivi azot icinde -196 °C’de, bu diisiik sicakliga dayanacak o6zel plastik
tiiplerya da cam vialler i¢cinde saklanir. Hiicreler, bliylime ¢ozeltileri % 10—-20 serum
ve % 5-10 gliserol ya da DMSO igeren bir ¢ozelti i¢ine alinarak dondurulurlar
[91,95]. DMSO ¢ok etkin bir kriyoprotektan madde olup, 6zellikle fibroblast benzeri
hiicreler ve lenfositler basarili  bir sekilde dondurulmaktadir. Gerekirse
kriyoprotektan maddeler dondurma ve ¢6zme islemleri sirasinda suyu baglayarak

hiicre igerisindeki elektrolit miktarin1 ve mevcut suyun buz kristallerine doniismesini

azaltir [95,97].

1.5.6. Dondurulmus Hiicrelerin Coéziinmesi

S1vi azot tankindan ¢ikarilan kriyotiipler daha 6nceden hazirlanmis olan 37 °C de su
banyosuna direk olarak daldirilir ve kolayca erimesi i¢in ¢alkalanir. C6ziinme olay1
yaklasik olarak 40- 60 saniye igerisinde gergeklesir. Su banyosundan g¢ikarilan

kriyotiiplerin etrafi %70’lik alkol ile iyice silinir. Kriyotiiplerin kapag: agilir. Sonra
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igindeki ¢Oziinmiis hiicre siispansiyonu, pastor pipeti veya bir siringa yardimiyla
almarak Ph’st 7, 2 olan besiyerine konulur. Kriyoprotektan maddenin ortamdan
atilmasi i¢in kiiltiirlin besiyeri ertesi giin degistirilmelidir. Ya da kriyotiipteki hiicre
siispansiyonu bir santriflij tiipiine aktarilarak {izerine hiicre canliligr acgisindan
olduk¢a 6nemli oldugu igin bekletmeden 10 ml kadar tiretme besiyeri konulur ve
santrifiij edilir. Ustteki s1v1 uzaklastirilir. Altta kalan hiicre ¢okeltisi hiicre besiyeri ile

stispanse edilerek inkiibasyona birakilir [95,97].

1.6. Sitotoksisite ve Degerlendirilmesi

Hiicre canliligi, bir 6rnekteki canli hiicrelerin sayisi olarak, hiicre proliferasyonu ise,
bir kiiltiirde boliinen hiicrelerin sayisinin belirlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Canli
hiicre sayis1 ve hiicre proliferasyonunun dogru ve hizli tesbiti, in vitro ve in vivo
caligmalarin deneysel asamalarinda 6nemlidir. Canli hiicre sayisin1 belirlemede en
cok tercih edilen yontem, tripan mavisi ile otomatik hiicre sayim cihazinda sayim
yapilmasidir. Hiicre proliferasyon yontemleri genellikle hiicre biyolojisinde ¢ogalma
faktorlerini, sitokinleri ve ortam bilesenlerini ¢alismak igin sitotoksik ajanlari ve

lenfosit aktivasyonlarini gézlemlemek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.

Proliferasyonu olgmek igin kullanilan yontemler genellikle plazma membrani
permeabilitesindeki degisimler {izerine kurulmustur. Bu yontemlerde, hiicreler
irreversibl olarak hasara ugratilir, plazma membrani ise hasar gérmeden kalir.
Bundan dolayr bu yontemler, hiicresel hasarin tesbitinde Onemli bir yer
olusturmaktadir. Olii hiicreler cesitli tetrozolyum tuzlarini metabolize etme
yetenegine sahip degillerdir. Hiicrelerin metabolik aktiviteleri azaldiginda hiicresel
hasar ve Olimiin ¢ok ge¢ basamaklarinda, MTT, XTT, WST-1 gibi cesitli
kolorimetrik yontemler kullanilmaktadir. Kolorimetrik yontemlerin hiicre kiiltiiriinde
herhangi bir faktére bagh indiiklenmis sitotoksisite kantitasyonunda 24-96 saatlik
dongilide ¢ok hassas olduklar1 bilinmektedir. Hiicre aracili sitotoksisiteyi olgmede
efektor ajanlar, hedef hiicrelere baglanarak aktive olmaktadirlar. Bu aktivasyon,
efektor hiicre tarafindan olusturulan formazan kristallerindeki tiretim miktarindaki

artis ile sonuglanmaktadir. Bu da, hedef hiicre oliimiinden kaynaklanan, azalmis
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formazani maskelemeyi hedeflemektedir. MTT, XTT, WST-1 genel olarak metabolik
aktiviteyi olgen testlerdir.

Canli yani metabolik olarak aktif hiicreler, tetrazolyum tuzlarini formazan
bilesiklerine indirgemektedirler. Bundan dolay1 tetrazolyum bazli kolorimetrik

yontemlerle, hiicre canliligi 6l¢iilebilmektedir [101].

1.7. Apoptoz

Apoptoz pek c¢ok fizyolojik ve patalojik durumda goriilen, fizyolojik hiicre
fonksiyonlarmin geri doniisiimsiiz kayb1 olarak da tanimlanabilen programlanmis
hiicre olimiidir [102]. 1920 yilinda hiicre oliimiiyle ilgili ilk olarak nekroz
tanimlanmistir ve ilk kez Kerry, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda iskemiye
(oksijen eksikligi) maruz kalmis dokunun g¢evresinde nekrozdan farkli bir hiicre
Olimii gozlenmistir ve bu 6lim ¢esidine aga¢ yapraklarinin gévdeden ayrilmasi
anlaminda kullanilan ‘apoptozis’ adi1 verilmistir [103]. Apoptoz embriyonik gelisim
sirasinda parmaklarin ayrilmasindan sindirim sisteminin yapilanmasina ve immiin

sistem diizenlenmesine kadar bireyin yasam siirecinde karsilasilan bir olaydir.

1.7.1. Apoptoz Ne ise Yarar?

Apoptotik hiicreler organizmada baz1 doku ve hiicrelerde siirekli olugsmakta ve bu
siire¢ omiir boyu devam etmektedir. Bdylece apoptozis ve yeniden yapim anlamina
gelen mitozis dokularda doku i¢ dengesini olusturmak iizere dinamik bir denge
seklinde devam etmektedir. Bu doku ve hiicrelere 6rnek olarak ince bagirsaklar, deri,

timus, uterus, beyin ve goz gosterilebilir [104, 105, 106, 107].

Apoptoz ¢ok  hiicreli canlilarin gelisimi esnasinda goriiliir. Kurbagalarin
metamorfozisi sirasinda kuyruklarinin kaybolup yetigkin forma ge¢cmesi ve
kuyruktaki hiicrelerin apoptozisle dlerek kaybolmasi 6rnek olarak verilebilir. Yine
insan embriyosunun el parmaklari arasinda bulunan perdelerin, buradaki hiicrelerin

apoptozisle 6lmesine paralel olarak kayboldugu diistiniilmektedir [108,109].
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1.7.2. Apoptozun Morfolojisi

Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoziste asil morfolojik olay niikleuslarin
(¢ekirdekgik) yogunlasmasi ve sonra pargalara ayrilmasidir [110]. Normalde bir
hiicrede ard arda gerceklesen yedi kirilma tamir edilirken, apoptozis sirasinda
300000 kirtlma olur ve hiicre onarimi yapilamaz [111,112]. Apoptoz igin sinyal
alindiktan sonra hiicre kiiciilmeye baslar, hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zari
erimeye baslar. Bu olaylar1 takiben g¢ekirdek DNA’s1 pargalara ayrilir [103,113].
Apoptotik hiicrelerin DNA’s1 agaroz jel elektroforezinde merdiven basamagina
(ladder fosmasyonu) benzer ve bu apoptoz igin karakteristik bir goriiniim saglar [103,

114, 115].

1.7.3. Apoptozisin Asamalari

- Apoptozisin indiiksiyonu

- Hiicre yiizey 6liim reseptdrlerinin saptanmasi

- Sitokrom ¢’ nin saliverilmesi

- Apoptozom olugmasi ( Sitokrom ¢ + Apaf-1+ kaspaz-9)

- Mitokondriyal transmembran potansiyelin degismesi

- Kaspazlarin aktivasyonu

- Fosfotidilserinin hiicre mebraninin i¢ yiizeyinden dis yiize transloke olmasi

- DNAaz’ 1n aktivasyonu sonucu DNA’ nin fragmentasyonu

-Yapisal proteinlerin yikilmasmna bagli olarak apoptozise 06zgii morfolojik

degisiklerin meydana gelmesi [116].

1.7.4. Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptozu 1yi anlamak i¢in klasik hiicre 6liimii olarak da bilinen nekrozu iyi anlamak
ve bunun i¢in iki Oliim seklinin karsilastirilmas: gerekmektedir. Apoptozis hem
hastalikta hem de saglikta goriilen, hiicrelerin proliferasyonlarini kontrol altinda
tutulmasini saglayan programli hiicre 6liimiidiir. Ayn1 zamanda apoptoz pek cok
hastalik prosesinin patogenezinde ve neoplastik hiicrelerinde sistemik terapiye

cevapta merkezi bir elementtir [117].
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Apoptoz, nekroz, otofaji, anoikis ve mitotik katastrof gibi programli veya indiiklenen
hiicre 6liimleri tanimlanmis olmasina ragmen, iclerinde sistematik olarak en iyi
calisilani, apoptozisin molekiiler ¢alisabilirligi olmustur. Apoptoziste hiicre kiigiiliir,
yogunlasir, ¢evreyle olan iligkisini kaybeder. Mitokondri veya diger organellerde

sisme olmaz, lizozomlar (intihar kesecikleri) saglam kalir [102].

Nekrozisde hiicre i¢ine fazla sivi girmesi sebebiyle hiicre siser ve plazma membrani
biitlinliigii kaybolur. Dolayisiyla plazma membran1 hasar gordiigii i¢in, hiicre igerigi
dis ortama verilmesi sonucu inflamasyon uyarilir. Buna karsin apoptotik hiicre
membrant intak oldugu i¢in, membranlar hasarlanmadan komsu hiicre ve makrofajlar

tarafindan fagosite edilir ve inflamasyon riski olusmaz [116].

APOPTOTIK SUREC

[ Eoms s i
Indiikleyici Modiilatsr Efektsr Substrat Olitm
ajan_

- -
. Biiyiime faktérma . FADD . Kaspazlar - Birgok hiicre proteini |

elesikligi . TRADD - DNA
Adezyvonun kaybr . FLIP
. Oliim reseptérleri- . Bel-2 ailesi

|
nin uyarihmasi . Sitokrom < Komsu hiicreler veya
. Radvadyon . p533 makrofajlar tarafmdan
. Kemoterapi . Mdm?2? fagosite edilen apoptotilke
.Seramid cisimeikler

Sekil 1. 7. Apoptotik siire¢ [116]
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Yildirim Beyazit Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi biinyesinde
bulunan Keratokonus ve Refraktif Cerrahi Merkezi’nde Keratokonus tanist konulan

ve korneal ¢apraz baglama (CCL) tedavisi karar1 verilen hastalardan, tedavi
esnasinda rutin olarak soyulan ve atilan kornea epitel dokusu kullanilmistir. Yine
ayni merkezde kirma kusuru tedavisi (excimer lazer tedavisi) olmak {izere basvuran

hastalardan rutin olarak soyulan ve atilan kornea epitel dokusu kullanilmistir.

UV Maruzat Cihazi (Nehir Biyoteknoloji UV-Exposer UVX-290-400), Laminar flow
kabin(ESCO class Il BSCLaminar Flow Cabinet, Labor ildam, Tiirkiye), sogutmali
santrifiij (ROTINA 380R Hettich, Almanya), inverted mikroskop ( Leica DM6000B,
Isvec), DAPI filtresi, FITC floresan filtresi_vorteks, elisa plate okuyucu (BIOTEK
GENS5 Elisa Reader Power Wave XS2), karbondioksitli etiiv (Binder CB150) ),
hassas terazi (Mettler toledo MS204), 24 well plate (BD, USA), 12 well plate (BD
USA),25 ecm?’lik hiicre kiiltiir flaski (BD, USA),0,2 um filtre (Sartorius),15 mi
santrifiij tipi (Nunc, Almanya), mikropipet (20um-100um-1000um Scaltec,
Almanya), disposable pipet (2ml, 5ml,10ml ) ¢esitli cam malzemeler kullanilmistir.

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM, Biological Industries, Israil), fetal
bovin serum (FBS, Biological industries, Israil), penicillin-streptomycin (antibiyotik,
Biological Industries, Israil), tripsin-EDTA Soluition (Biological Industries, Israil),
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 | Kollajen ve Hiyaluronik asit gibi yiizey modifiye edici ajanlar, kollajenaz,
CaCl2, “Hanks “Balanced Salt Solution”, WST-1 (Roche, Almanya), Hoechst
33342(Serva, Israil) and propidium iodide (PI, Serva, Israil), Etanol (Merck,

Almanya) kullanilmstir.
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2.1.1. Hiicre UV Maruzat Cihaz1 Gelistirilmesi

Nehir Biyoteknoloji firmasi cihaz tasariminda genis spektrumlu iki UV ampiili
tizerine bir UV-A filtresi ve bir UV-B filtresi yerlestirmistir. Kullanicinin UV
1sintimdan korunmasi i¢in ve cihaz igerisinde UV 15181n i¢ duvarlardan yansimasini
engellemek i¢in eloksal kapli aliiminyum plakalar ile cihaz1 olusturmustur. Eloksal

kaplama ile cihazin elektrik kacaklarmin da oniine ge¢ilmistir. Hiicrelerin UV 1s18a

olan uzakhigi degistirilerek farkli uzakliklardan farkli siddetlerde 1s1k saglanacaktir.

.

Sekil 2. 1. UV Maruzat Cihazi, Nehir Biyoteknoloji UV-Exposer UV X-290-400

2.2. Kornea epiteli hiicre érneklerinin toplanmasi

Projenin ilk donemi siirecinde keratokonuslu epitel dokusu ve normal epitel dokusu
toplanarak primer hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda kullanilmistir. Korneaya ait primer
epitel hiicre kiiltiiriinlin ~ gerceklestirilebilmesi amaciyla, Yildinm Beyazit
Universitesi  Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi biinyesinde bulunan

Keratokonus ve Refraktif Cerrahi Merkezi’nde Keratokonus tanist konulan ve
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korneal ¢apraz baglama (CCL) tedavisi karar1 verilen hastalardan, tedavi esnasinda

rutin olarak soyulan ve atilan kornea epitel dokusu alinmistir.

Kontrol grubu hiicrelerinin olusturulabilmesi amaciyla, yine ayn1 merkezde kirma
kusuru tedavisi olmak iizere bagvuran hastalardan rutin olarak soyulan ve atilan
kornea epitel dokusu alinmistir. Bu sebepten kirma kusuru tedavisi (excimer lazer
tedavisi) adaylar1 keratokonus olmayan kontrol grubu olarak alnip c¢alisilmistir.
Hastalardan alinan kornea epiteli dokularinin kullanilabilmesi i¢in gereken izinler

alinmis olup, etik kurulu raporu EK-1’de verilmistir.

Alinan dokular soguk tasima kabinda hiicre kiiltiirii besiyeri icerisinde Kirikkale
Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Laboratuvari’na getirilmis ve burada

hiicre kiiltiirasyon iglemleri gerceklestirilmistir.

2.3. Kornea epiteli hiicre kiiltiiriiniin gerceklestirilmesi

Primer kiiltiirler, dogrudan dokudan elde edilen kiiltiirler olup hiicrelerin normal
metabolik aktivitelerini siirdiirebilmeleri igin gerekli olan mikro-gevreyi saglayan

besleyici soliisyonlar igerisinde in-vitro sartlarda iiretilmesine dayanur.

Bu amagla, hastadan alinan kornea oOrneklerinin birincil hiicre kiiltiirlerinin
olusturulabilmesi icin keratokonuslu ve normal bireylerden alinan epitel dokusu
ornekleri, hiicre kiiltiirii besiyeri igerisinde (Dulbecco’s Modified Eeagle’s Medium-
DMEM) laboratuvara getirilip laminar flow kabin icerisinde petri kabina
konulmustur. Uzerine 1,5 mL Tripsin EDTA eklendikten sonra, enzim igerisinde
steril bistiiri ile kii¢iik parcalara ayrilmistir. 10 dakika enzim igerisinde 37°C’de
bekletilmistir. Bu siire sonunda petriden falkona alinarak 3000 rpm’de 3 dk. santrifiij
edilmistir. Santrifiijiin ardindan siipernatan kismi atilip dipte kalan pellet tizerine 6
mL taze besiyeri eklenmistir. 2 ayr flaska ekim yapilarak, iki giinde bir hiicrelerin

cogalip ¢cogalmadigi kontrol edilmistir.

38



Kornea epitellerinin kiiltiirasyon iglemleri boyunca farkli besi ortamlarinda
cogaltilmasi denenerek hiicrelerin kiiltiir kaplarina en iyi sekilde tutundugu besiyeri
ile calismalara devam edilmistir. Ciinkii kornea epitel hiicrelerinin petri kab1
zeminine tutunmalart pek kolay olmamistir. Bu amagla 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 bunlarin
kombinasyonlar1 seklindeki kiiltiir ortamlar1 denenmis, en uygun olan ortamin

hangisi olduguna karar verilmeye calisilmistir.

Keratokonuslu epitel dokusu ve normal epitel dokusu ile yapilan hiicre kiiltiiri
calismalarinda en basarili sonucun “Keratinocyte-SFM, serum-free medium” ile
alinabilecegi belirlenmistir. Bu besiyeri ile birlikte “Corneal Epithelial Cell Basal

Medium-ATCC” de kullanilabilir olarak belirlenmistir.

Bunun yaninda farkli tekniklere de basvurulmustur 6rnegin; bir amniyotik membran
kullanilarak, bu membranin petri kab1 zeminine yerlestirilmesi ve daha sonra hiicre
ekiminin yapilmasi seklinde g¢alismalar gergeklestirilmistir. Amniyotik membran
kullanimi diginda hiicre kiiltiir kaplarint modifiye etmek amaciyla Tip IV - Tip |
Kollajen ve Hiyaluronik asit gibi yilizey modifiye edici ajanlar kullanilmistir. Bunlar
ile yapilan calismalarda hiicrelerin plate lizerine ekimi gerceklestirilmeden once,
zeminin bu malzemelerle yiizeyleri kaplanarak kurutulmaya birakilmistir. Bu

yontemle hiicrelerin bagarili sekilde zemine tutunup yapigsmalar1 saglanmistir.

Devam eden kiiltiirasyon iglemleri siiresince pek ¢ok kontrollii deney yapilmistir.
Hastadan alinan epitel doku ornekleri DMEM ile labaratuvara getirildikten sonra
tizerindeki medium dokiiliip kollajenaz (1mg/mL) ve CaCl2 (1mg/10mL) ilave
edilmistir ve 37°C’de 2,5 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda {izerine
Tripsin-EDTA eklenerek 15 dakika etiivde bekletilmistir. Daha sonra iizerine mevcut
hacmin iki kati1 olacak sekilde Fetal Bovine Serum (Biological Industries) ilave
edilerek santrifiijlenmistir (3000 rpm 3 dk) ve bu sekilde {izerine taze besi yeri ile

kiiltiirasyon islemleri denenmistir. Kollejenaz kullanilarak yapilan denemeler devam
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ederken ara ara hiicrelerin kollejenazda bekletilme stireleri kisaltilmis ve sonrasinda
hiicrelerin herhangi bir enzim (kollejenaz veya tripsin) muamelesi olmaksizin sadece
pipetaj yapilarak- direkt kiiltiir kaplarinda iiretilmeleri saglanmistir. Bu yolla

hiicrelerin plate zeminine daha hizli sekilde tutunduklar1 goriilmiustiir.

Kiiltiirasyon iglemleri esnasinda yasanilan en 6nemli sorunlardan biri de istenmeyen
kontaminasyon durumlariyla karsilasilmasi olmustur. Bunun basta gelen sebebi
olarak dokularn alindigi hastane -Yildiim Beyazit Universitesi Atatiirk ve
Arastirma Hastanesi- ile dokularin soguk zincir yoluyla getirildigi yer olan
KirikkaleUniversitesi Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvarma ulasincaya kadar
gecen slirede yasanan kontaminasyon olasiligidir. Fakat bu sikinti, kullanilan besi
yeri igerisine antibiyotik miktarinin artirilmasi yoluyla ve igerisindeki besiyerinin

degistirilmesiyle asilmistir.

Bu denemeler neticesinde; keratokonus ve normal epitel hiicrelerinin primer
kiiltiirlerinin pasajlanmasina gerek olmadigina ve dogrudan ilk hiicre yayilimlarindan

calismalarina devam edilebilecegi sonucuna ulagilmistir.

Caligmalar epitel hiicrelerinin primer kiiltiirde homojen bir bigimde plate’in yiizeyine
yayilabildigi ve ylizeye tek tabaka seklinde yapistigini gostermistir. Dolayisiyla
labaratuvara getirilen hiicrelerin santrifiij asamasindan sonra plate’lere ekilip bu
hiicrelerin  flask zeminine diizgiin sekilde tutunup epitel paterni olusmasi
saglanmistir. Bundan sonra yapilacak olan deneylerde de bu siire¢ uygulanarak

devam edilecektir.

2.4. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi hemositometri ile yapilir. Santrifiij sonrasinda tiipiin dibinde kalan
hiicre pelleti lizerine 1ml(%10FBS ve%l1 antibiyotik DMEM/F-12 medyum eklenir.
Pipet yardimiyla pellet ve DMEM/F-12 siispanse edilir ve siispanse edildikten sonra
10pl karisimdan almip ependorf tiipe koyulur. Uzerine 10ul tripan blue eklenir.

Karisim homojenize edilir. Karisimdan mikropipetle 10ul alinip hemositometri
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lamina koyulur. Lam cihaza yerlestirildikten sonra sayim yapilir. Tripan blue 6lii
hiicrelerin i¢ine girme Ozelligindedir ve bu nedenle sayim yaparken koyu mavi

goziiken hiicreler 6lii, agik renkteki parlak hiicreler canli olarak sayilir.

2.5. Kornea epitellerinde hiicre canlilik ve sitotoksite testinin uygulanmasi

Kolorimetrik yontem i¢in kullanilan temel parametre canli hiicrelerin metabolik
aktiviteleri olup; bunun i¢in hiicreler cogunlukla bir kolorimetrik substrat ile inkiibe
edilir (MTT, XTT, INT, WST-1 gibi). Bu ¢alismada WST-1 kolorimetrik substrati
kullanilarak hiicre canliliglr belirlenmistir. Bu madde kullanilarak, canli veya
apoptozun erken evresindeki hiicrelerin mitokondrileri aracilifiyla olusturdugu
reaksiyonda, c¢ozeltilerde bulunan tetrazolyum halkasi hiicre mitokondrilerinde
bulunan dehidrogenaz enzimlerince pargalanarak renkli formazan kristallerini
olusturur. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canh
hiicrelerde goriilmektedir ki buda hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul
edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen deger, yasayan hiicre sayisi ile

iliskilendirilmektedir.

WST-1 testi i¢in 24 kuyucuklu plakalara, her bir kuyucuga 10.000 hiicre diisecek
sekilde ekim gerceklestirilmistir. Besiyeri olarak fenolredsiz DMEM kullanilmustir.
Her bir kuyucuga 100 pL fenolredsiz DMEM eklenerek 48 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Plate’ in zeminine tutunan hiicrelere 15 pl WST-1
cozeltisi ilave edilerek 37 °C’de 4 saat karanlikta (aliiminyum folyo ile sarili halde)
etiivde inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicre canliliginin tespiti i¢in 24 kuyucuklu
platelerin absorbans yogunluk degerleri ELISA plate okuyucuda 440 nm’de
okutulmustur. WST-1 toksisite testinde yasayan hiicreler sari renk olustururken, oli

hiicrelerde renk olusumu goézlenmez.

41



2.6. Kornea epitellerinde ikili boyama metodu ile apoptoz/nekrozun tayin

edilmesi

Ikili boyama metodunda kullanilan Hoechst 33342 floresan boyas1 canli hiicrelerin
zarlarindan gecgerek cekirdegi boyar ve floresan mikroskopta DAPI filtresi ile
¢ekirdeklerin - mavi  goriinmesini  saglar. Ayrica ¢ekirdek  morfolojisinin
degerlendirilmesi de bu yontemle anlagilir. Floresan boyalar DNA’ya

baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla ¢ekirdegi goriiniir hale gelir.

Ikili boyama metodunda kullanilan, 6lii ve/veya plazma membrani hasarli hiicrelerin
zarlarindan gecerek c¢ekirdeklerin floresan 1s1ik altinda kirmizi goériinmelerini
saglayan bir diger boya propidyum iyodiir (PI) boyasidir. Bu boya membrani saglam
olan (canli) hiicreleri boyamasi i¢in canli hiicre ile yasayan hiicrenin ayirimina
olanak tanirlar. Saglikli ve apoptotik hiicre cekirdekleri mavi renkte olup FITC
floresan filtresi ile goriintiilendiginde yesil goriiniirlerken, nekrotik hiicreler PI

boyasi ile boyandiklarindan kirmizi goriiniirler.
2.6.1. ikili Boyama Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Riboniikleaz A’dan 1mL PBS’de 10 mg RNA; Hoechst (33342) 1 mL PBS’de 200
mikrogram; Propidium Iodide 1mL PBS’te 100 mikrogram olacak sekilde
hazirlandiktan sonra caligsma soliisyonunun igerigi: 10 mL PBS i¢ine RNaz stoktan
100 mikrolitre, Hoechst stoktan 500 mikrolitre, Propidium lodide stoktan 100
mikrolitre ilave edilerek hazirlanmistir.

Yapilan ¢aligmada yine 20 farkli hastadan alinan normal kornea epitel hiicreleri ve
keratokonuslu kornea epitel hiicreleri, 24 kuyucuklu plakalara ekilmistir
Keratinocyte-SFM, serum-free medium kullanilarak ekim yapilmigtir. Hiicreler plate
zeminine tutunduktan sonra, ikili boyama testine tabi tutulmustur. Her kuyucuk
igcerisine 50 mikrolitre kadar ikili boyama calisma soliisyonundan damlatilarak 15
dakika 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda her bir kuyucugun
floresan mikroskopta DAPI filtresi 15181 altina apoptoz ve nekroz goriintiileri

fotograflanmistir.
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2.7. UV Isinlarmin Uygulanmasi

Literatiirde UV-A ve UV-B uygulama dozlan ile ilgili gesitli bilgiler mevcuttur.
Ancak, bizim calismamizda uyguladigimiz sekilde kiiltiir ortamina tek kat olarak
yayillmis epitel hiicrelerine yapilmis benzer bir UV uygulamasi yoktu. Bu nedenle
uygulanacak olan UV’ nin hiicrelerde asir1 zarar olusturacak kadar yiiksek veya
hi¢bir etki olusturmayacak kadar diisilk olmamasi i¢in UV-A ve UV-B ‘nin optimal

dozlar1 bulunmaya ¢alisildi.

UV 1sminin epitel hiicreleri lizerindeki etkisi ise apoptoz/nekroz orani tayini ile tesbit
edildi. Calismada 6 grup yapilmasi planlandi (Cizelge 2. 1.) Ancak, bu donemde
sadece 4 grupta ol¢im yapildi. UV uygulamasi yapilmayan kontrol grubu sadece

canlilik testleri i¢in ¢alisildi.

Cizelge 2. 1. Calisma gruplari

Keratokonus UV-A UV-B UVYOK
Lazer (Normal Epitel) UV-A UV-B UV YOK

UV-B i¢in 50 mJ/cm? dozundan baslandi. Daha sonra 100, 150 ve 200 mJ/cm?
dozlarinda UV-B uygulanarak ayni testler tekrarlandi.

UV-A uygulamasi i¢in yine doz optimizasyonu yapilarak en uygun UV doz miktar
belirlenmeye calisilmistir. Buna gore, artan dozlarda UV-A verilerek hiicrelerin %

canlilik oranlarina bakilmistir. 500, 1000, 1500 ve 2000 mJ/cm? dozlarinda UV-A

uygulanarak ayni testler tekrarlandi.

UV-A ve B 1sinlarina maruz birakilacak olan hiicre gruplari, bir glin 6ncesinden 12
kuyucuklu plakalara ekilerek kornea epitel hiicrelerinin zemine tamamen tutunmasi
saglandi. Her bir kuyucuga normal epitel hiicreleri ve keratokonuslu hiicre gruplari

icin7x105 hiicre ekildi. 24 saat sonra, zemine tutunan epitel hiicreleri, “Hanks
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Balanced Salt Solution” ile yikama islemine tabi tutuldu ve 6l¢iim yine bu soliisyon
varliginda gercgeklestirildi.

Kiiltiir soliisyonu igindeki Fenol kirmizisinin UV bloke edici etkisi nedeni ile
hiicreler UV uygulanmadan hemen Once Hanks™ Balanced Salt Solution ile
yikanarak bu sollisyon i¢inde tutuldu. UV uygulamasi sonrasi 24 saat boyunca
inkiibe edilecek hiicreler, tekrar baslangic besiyeri ortamina alindi (Keratinocyte

Serum FreeMedium-GIBCO).

2.8. UV Uygulanmis Kornea Epitellerinde Canlilik ve Apoptoz/Nekroz Tayini

Keratokonuslu ve normal kornea grubu epitel hiicreleri kiiltiir ortaminda 24 saat
bekletildikten sonra UV-A veya UV-B uygulamasindan gegirildi. Daha sonra tekrar
kiiltiir ortamina alinarak 24 saat daha etiivde inkiibasyona birakildi. Belirlenen siirede

etiivde bekletilen hiicrelere canlilik(sitotoksite), apoptoz ve nekroz tayini yapildi.

2.8.1. WST1 ile Sitoksisitenin Belirlenmesi

Keratokonuslu ve normal kornea epitel hiicreleri 150 mJ/cm2 dozunda UV-B veya
2000 mJ/cm2 dozunda UV-A 1smmina maruz birakildiktan sonra 24 saatlik
inkiibasyona alindi. Daha sonra hiicre canliliginin test edilmesi amaci ile sitotoksisite

deneyleri yapildi (WST1).

2.8.2. ikili Boyama Metodu ile Apoptozun ve Nekrozun Belirlenmesi
Keratokonuslu ve normal kornea epitel hiicreleri 150 mJ/cm2 dozunda UV-B veya
2000 mJ/cm2 dozunda UV-A 1smmimna maruz birakildiktan sonra 24 saatlik

inkiibasyona birakildi. Daha sonra keratokonus ve normal kornea epitel hiicrelerine,

apoptoz ve nekroz tayini i¢in ikili boyama protokolii uygulandi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kornea epitel hiicrelerinin morfolojik goriintiilerinin kaydedilmesi

Hastalardan alinip laboratuvara getirilen keratokonuslu hastalarin kornea epitelleri
kiiltlir ortamina alindiktan 1 hafta sonra morfolojik goriintiilerinin fotograflari
cekilerek kaydedilmistir. 20 ayr1 hastadan keratokonuslu ve normal epiteller olmak
tizere farkli morfolojilerde goriinimler elde edilmistir. Bunlarin  yaninda
Keratokonuslu hastalardan alinan epitel dokudan atipik goriintiide hiicrelerle de

karsilasilmistir.

Sekil 3.1. Keratokonus epitel hiicrelerinin morfolojik goriintiisit  (Corneal epithelial
cell basal medium, ATCC); Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X
biiyiitmede gekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir

45



Sekil 3. 2. Normal epitel hiicrelerinin morfolojik goriintiisii (Corneal cell basal
medum, ATCC); Fotqgraﬂar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X
biiylitmede ¢ekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.

Sekil 3. 3. Keratokonus epitel hiicrelerinin morfolojik goriintiisii (Keratinocyte-SFM
serum free medium); Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X
biiylitmede ¢ekilmistir. Olgek 50 pum mesafeyi gostermektedir.
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Sekil 3. 4. Normal epitel hiicrelerinin morfolojik goriintiisii(Keratinocyte-SFM
serum free medium);Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X
biiyiitmede ¢ekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.

Sekil 3. 5. Keratokonus epitel hiicrelerinin morfolojik goriintiisii (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium-DM EI_\_/I); Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu
ile 200X biiylitmede ¢ekilmistir. Olgek 50 pm mesafeyi gostermektedir.
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Sekil 3. 6. Keratokonus epitel hiicrelerinin Tip IV kollajen modifikasyonlu yiizeyde
elde edilen morfolojik gorintimleri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu
ile 200X biiylitmede ¢ekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.

Sekil 3. 7. Keratokonus hiicrelerinin atipik goérintisii; Fotograflar Leica inverted
floresan mikroskobu ile 200X biiylitmede ¢ekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi
gostermektedir.
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3.2. Kornea Epitellerinde Canhlilik ve Sitotoksisite Testinin Sonugclari

Bu testte, 20 farkl hasta i¢in ayr1 ayri ¢alisilip ¢ikan sonuglar kaydedilmistir. Cizelge

3. 1. ve Cizelge 3. 2.’de ’ de {i¢ tekrarh olarak ¢aligilan her bir hastanin WST-1 testi

sonuglarinin ortalama absorbans degerleri verilmistir. Kaydedilen 6l¢iim sonuglari,

UV uygulanmadan onceki hiicre canlilik degerleri olup sonraki calismalar igin

baseline niteliginde olacaktir.

Cizelge 3. 1. Keratokonuslu kornea epiteli primer hiicre kiiltiiriinde, WST-1 testi ile

hiicre canlilig1 seviyesi absorbans degerleri

keratokonus kormea epiteli

1. hasta

2. hasta

S.hasta

A _hasta

S.hasta

2, 105

2,123

2,122

2,133

2,153

&.hasta

F-hasta

S.hasta

9. hasta

1. hasta

2,11

2,119

2,139

2,132

2,152

11 . hasta

12 _hasta

13 . hasta

142 _hasta

15 . hasta

i

2,125

2,195

2,125

2,163

15 hasta

17 . hasta

18 hasta

19 _hasta

20 hasta

2,121

2,197

2,185

2,135

2,135

Cizelge 3. 2. Normal kornea epiteli primer hiicre kiiltiiriinde, WST-1 testi ile hiicre

canlilig1 seviyesi absorbans degerleri

nmnormal kormea epiteli
1.hasta 2. hasta I hasta A . hasta S.hasta
2 202 2,953 2,758 2. 825 2. a952
G.hasta F-hasta S.hasta 9. hasta 10 hasta
2 TS5 2 836 2 865 2 a8 2 388
11.hasta 12 hasta 13 . hasta 14 . hasta 15 . hasta
2.8372 2. 5492 2. 901 2. 6497 2,832
16.hasta 17.hasta 1a. hasta 19 . hasta 20.hasta
2,736 2,732 2,722 2,721 2,85
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Asagidaki Cizelge 3. 3.’de keratokonus hastalarinda saptanan % yiizde canlilik

degerleri verilmistir ve sonrasindaki grafikte bu sonuclar gorsel hale getirilmistir.

Cizelge 3. 3. Keratokonus hastalarindan alinan epitel dokularin primer kiiltiir
hiicrelerinin WST-1 testi ile 6l¢iilen % canlilik degerleri

1.hasta| = |2.hasta| ~ [3.hasta ~ |4.hasta| ~ |5.hasta| ~
75,12491| 71,89299| 76,939381( 75,539382( 73,98374
6.hasta |7.hasta [8.hasta |9.hasta [10.hasta
77,43119| 74,71791| 74,65969( 71,87919( 90,11725%
11.hasta [12.hasta [13.hasta |14.hasta [15.hasta
74,35719| 75,22871| 73,07449| 80,3929| 76,37712
16.hasta |[17.hasta [18.hasta |19.hasta |20.hasta
77,88743| 80,41728( 80,27186| 77,92776| 74,99123

90

80

70

60

50 +

40 -

% Canlilik oranlari

30

20 ~

10 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Keratokonuslu Hastalar
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3.3. ikili Boyama ile Belirlenen Apoptotik ve Nekrotik Sonuglari

Yapilan ¢alismada yine 20 farkli hastadan alinan kornea epitel hiicreleri, 24
kuyucuklu plakalara ekilerek ikili boyama testine tabi tutulmustur. Her kuyucuk
icerisine 50 mikrolitre kadar ikili boyama c¢alisma soliisyonundan damlatilarak 15
dakika inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda her bir kuyucugun floresan
mikroskopta DAPI filtresi 15181 altina apoptoz ve nekroz goriintiileri
fotograflanmistir.

20 farkli hastadan alinan kornea epitel dokusundaki primer kiiltiir hiicrelerine
uygulanan ikili boyama sonuglarinin apoptoz ve nekroz goriintiileri fotograflanmistir.
Yapilan 6l¢lim sonuglarina gore hiicre canliligi ortalama %77 olarak saptanmistir. Bu
Ol¢iimler, UV uygulamas: yapilmadan Onceki, yani orneklerin hemen alinmasinin
ardindan Olgiilen degerler olup, UV uygulanmasi sonrasi Olgiilecek degerler ile

karsilastirma yapilacak ve ilk alinan bu 6l¢limler baseline olarak degerlendirilecektir.

Sekil 3. 9. Kornea epitel primer kiiltiir hiicrelerine uygulanan ikili boyama
yontemiyle elde edilen apoptotik hiicre goriintiileri; Oklar apoptotik hiicrelerden
bazilarin1 gostermektedir. Apoptoza ugramis hiicre ¢ekirdekleri parlak, pargalanmas,
apoptoza ugramayanlar soluk mavi goriinmektedir. Fotograflar Leica inverted
floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede cekilmistir. Olcek 50 um mesafeyi
gostermektedir.
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Sekil 3.10. Kornea epitel primer kiiltiir hiicrelerine ikili boyama yontemiyle elde
edilen nekrotik hiicreler; Oklar nekrotik hiicrelerden bazilarini gostermektedir.
Nekrotik hiicrelerin ¢ekirdegi kirmizi; apoptotik veya saglikli hiicrelerin ¢ekirdekleri
yesil olarak goriinmektedir. Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X
biiyiitmede ¢ekilmistir. Olgek 50 pm mesafeyi gostermektedir.

Asagidaki Cizelge 3. 4’te gOriintii analizlerinin yiizdelik degerlendirilmesi

bulunmaktadir.

Cizelge 3. 4. 20 farkli keratokonus hastasi bireylerin epitel doku primer kiiltiir
hiicrelerinin apoptotik/nekrotik hiicre miktar1 oranlari

Hasta No 1 2 ] 4 3 i 1 8 9 10
% apoptoz 6|  13%| 1582%| 1691%| 1784%| 1295%| 1122%| 357k 1L23% 1431%
Yanekroz Tl 265%| 398% 587k 123%| 89% 736% 02% 436% 981%

Hasta No 0N ) N N 71 N NN (- AN v I N | |
%apoptoz | 1657% 390%| 1528% 1780%| 1333%| 11,28%| 19.35%| 2.66%| 2553 20.29%
Unekroz | 325%| 058%|  59%%| 1L5%| 351%| 95| 452 625% A% 858%
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3.4. Kornea Epitel Hiicrelerinde in vitro Calismalar

Keratokonus ve kontrol grubunda kornea epitel hiicrelerinde gergeklestirilen invitro
caligmalarda, primer kiiltiirlerin pasajlanmasina gerek olmadigina ve dogrudan ilk
hiicre yayilimlarindan ¢aligmalarina devam edilebilecegi sonucuna varilmistir. Bu
sonugtan yola ¢ikilarak kornea epitel hiicrelerinin kiiltiirleri yapilmayip, sadece
besiyeri ortaminda 1 giin silireyle bekletilip plate tabanina tutunup yapismasi

saglandiktan sonra deneysel ¢calismalar baglatilmistir.

Baslangicta 24 kuyucuklu kiiltiir plakalarinin kullanilmasi hedeflenmis ve her
kuyucuga 100.000 hiicre ekilerek hiicrelerin kuyucuk tabanina yayilmasi
planlanmisti. Ancak, hiicrelerin kuyucuk tabanina homojen yayilmadigi, adezyon
kuvvetlerinin tesiriyle kuyucuk kenarlarina toplandigi gozlendi. Bunun iizerine 12
kuyucuklu kiiltiir kaplar1 kullanildi. Bu kuyucuklara 400-500.000 hiicre ekildi.
Ancak yine hiicrelerin kenarlara toplandig1 gézlendi. Bunun iizerine hiicreler daha az
miktarda besiyeri soliisyonu ile ve kuyucugun ortasina gelecek sekilde damlatildiktan
sonra pipet yardimi ile homojen bir sekilde kuyucuk tabanina yayilmaya baslandi. Bu
islemden sonra hiicrelerin tiim kuyucuk tabanina homojen sekilde dagildigi ve

kuyucuk kenarlarinda toplanmadigi gézlendi.

Yapilan denemeler sonunda 12 kuyucuklu kiiltir kaplar1 kullanilarak, her bir
kuyucuga 200 mikrolitre besiyeri soliisyonu i¢inde 700.000 hiicre olacak sekilde ve
yukarida tarif edildigi sekilde hiicre ekimi yapildig1 zaman en diizgiin ve homojen

hiicre dagilimi oldugu goriildii.
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Sekil 3.11. a) Keratokonuslu kornea epitel hiicrelerinin kiiltiir ortamina yayilip 24
saat bekletildikten sonraki morfolojik goriintiisii (Keratinocyte-SFM serum free
medium) b) Normal kornea epitelyum hiicrelerinin kiiltiir ortamina yayilip 24 saat
bekletildikten sonraki morfolojik goriintiisii (Keratinocyte-SFM serum free medium)
Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiylitmede ¢ekilmistir.
Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.

3.5. UV’nin Optimal Dozlarinin Ayarlanmasi

UV-A ve B sinlarina maruz birakilacak olan hiicre gruplari, bir glin 6ncesinden 12
kuyucuklu plakalara ekilerek kornea epitel hiicrelerinin zemine tamamen tutunmasi
saglandi. Kiiltlir ortamina tek kat olarak yayilmis epitel hiicrelerine uygulanacak olan
UV’nin hiicrelerde asir1 zarar olusturacak kadar yiiksek veya hicbir etki
olusturmayacak kadar diisilk olmamasi i¢in UV-A ve UV-B nin optimal dozlari
bulunmaya ¢alisildi. UV 1gininin epitel hiicreleri iizerindeki etkisi ise apoptoz/nekroz

orani tayini ile tesbit edildi.
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3.5.1. UV-B’nin Optimal Dozunun Ayarlanmasi

UV-B i¢in 50 mJ/cm® dozundan baslandi. Bu dozda hiicrelerde kayda deger bir
degisiklik izlenmedi (Sekil 3.12). Daha sonra 100, 150 ve 200 mJ/cm? dozlarinda
UV-B uygulanarak ayni testler tekrarlandi. 100 mJ/cm? dozunda da kayda deger
degisiklik gézlenmezken 150 mJ/cm? dozunda makul seviyelerde (Sekil 3.13), 200

mJ/cm? dozunda ise asir1 miktarda apoptoz/nekroz goriildii. (Sekil 3.14)

Sekil 3.12. 50 mJ/cm? dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu érneklerde ikili
boyama yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre
gorlntiileri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.
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Sekil 3.13. 150 mJ/cm? dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu drneklerde ikili
boyama yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre
goriintiileri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyilitmede
cekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.

Sekil 3.14. 200 mJ/cm? dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu érneklerde ikili
boyama yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre
gorlntiileri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.
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3.5.2. UV-A’nin Optimal Dozunun Ayarlanmasi

UV-A uygulamasi i¢in yine doz optimizasyonu yapilarak en uygun UV doz miktar1
belirlenmeye c¢alisilmistir. Buna gore, artan dozlarda UV-A verilerek hiicrelerin %
canlilik oranlarma bakilmustir. 500, 1000 ve 1500 mJ/cm®de hiicre canlihginda
onemli bir fark olmazken (Sekil 3.15), 2000 mJ/cm? enerji degerinde hiicrelerde
kontrole gore makul bir degisim gozlenmistir.(Sekil 3.16.) Bu nedenle UV-A doz

uygulamasi i¢in en uygun doz miktarinin 2000 mJ /em? olduguna karar verilmistir.

Sekil 3.15. 1000 mJ/cm? dozunda UV-A uygulanan keratokonuslu érneklerde ikili
boyama yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre
goriintiileri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiylitmede
cekilmistir. Olgek 50 pm mesafeyi gdstermektedir.
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Sekil 3.16. 2000 mJ/cm? dozunda UV-A uygulanan 6rneklerde ikili boyama
yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre goriintiileri;
Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiylitmede cekilmistir.
Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.

Bunun sonucunda asagidaki dozlarda UV uygulamasi yapildi:
UV-A: 2000 mJ/cm2
UV-B: 150 mJ/cm2

3.6. UV Uygulanmis Kornea Epitel Hiicrelerinde Sitoksisitenin Belirlenmesi

Kornea epitel hiicreleri 150 mJ/cm2 dozunda UV-B veya 2000 mJ/cm2 dozunda UV-
A 1smina maruz birakildiktan sonra 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Daha sonra

hiicre canliliginin test edilmesi amaci ile sitotoksisite deneyleri yapildi (WST-1).
UV-B 1sinina maruz birakilan epitel hiicrelerinde yapilan canlilik analizine gore

hiicre canlilig1 keratokonus grubunda ortalama %73 olarak belirlenirken(Sekil 3.17.),

kontrol grubundaki canlilik orani ise ortalama % 92 olarak gozlendi (Sekil 3.18.)
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Sekil 3.17. 150 mJ/cm? dozunda UV-B uygulanan keratokonus epitel hiicrelerinde %
canlilik (WST-1) degerleri

Sekil 3.18. 150 mJ/cm? dozunda UV-B uygulanan kontrol grubu hiicrelerinde %
canlilik (WST-1) degerleri
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UV-A 1smina maruz birakilan epitel hiicrelerinde yapilan canlilik analizi sonuglarina
gore hiicre canliligt; hasta grubunda ortalama %66, kontrol grubunda ise yaklasik %
97 olarak belirlendi .(Sekil 3.19 ve 3.20 )

Keratokonus Grubu

120
X 100
=
E' 80
5 60
BE 40

0

1.HASTA 2.HASTA 3.HASTA 4. HASTA KONTROL

Sekil 3.19. 2000 mJ/cm? dozunda UV-A uygulanan keratokonus epitel hiicrelerinde
% canlilik (WST-1) degerleri
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Sekil 3.20. 2000 mJ/cm? dozunda UV-A uygulanan kontrol grubu hiicrelerinde %
canlilik (WST-1) degerleri
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3.7. UV Uygulanmis Kornea Epitel Hiicrelerinde Apoptoz / Nekroz Sonuglar:

Yukarida bahsedilen dozlarda UV-B veya UV-A uygulanan keratokonus ve kontrol
epitel hiicrelerine, apoptoz-nekroz tayini i¢in ikili boyama protokolii uygulandi. UV-
B 1s1inina maruz birakilan keratokonuslu epitel hiicrelerine uygulanan ikili boyama
sonucunda apoptoz orani % 17 civarinda, nekroz oranmi ise %23 civarinda oldugu
belirlendi (Sekil3.21). UV-B 1sinina maruz birakilan kontrol grubu hiicrelerine
uygulanan ikili boyama sonucunda apoptoz oraninin % 3; nekroz oraninin ise %2
oldugu belirlendi (Sekil 3.22).

Sekil 3.21. 150 mJ/cm? dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu drneklerde ikili
boyama yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre
gorlntiileri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gdstermektedir.

61



Sekil 3.22. 150 mJ/cm? dozunda UV-B uygulanan kontrol grubu hiicrelerinde ikili
boyama yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre
goriintiileri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gdstermektedir.

UV-A 1sinma maruz birakilan keratokonuslu epitel hiicrelerine uygulanan ikili
boyama sonucunda apoptoz oranmnin % 12 civarinda, nekroz oraninin ise %3
civarinda oldugu belirlendi (Sekil 3.23). UV-A 1s1nina maruz birakilan kontrol grubu
epitel hiicrelerine uygulanan ikili boyama sonucunda apoptoz oraninin % 2 civarinda,

nekroz oraninin ise %1 civarinda oldugu belirlendi (Sekil 3.24).
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Sekil 3.23. 2000 mJ/cm? dozunda UV-A uygulanan keratokonuslu érneklerde ikili
boyama yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre
goriintiileri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.

Sekil 3.24. 2000 mJ/cm? dozunda UV-A uygulanan kontrol grubu hiicrelerinde ikili
boyama yontemiyle elde edilen a) apoptotik hiicre goriintiileri b) nekrotik hiicre
gorlntiileri; Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 50 um mesafeyi gostermektedir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismamizda UV-A ve UV-B’nin keratokonuslu kornea epiteli ve normal kornea
epiteli tizerindeki apoptotik, nekrotik ve sitotoksik etkileri incelenerek
karsilagtirilmistir.  Bu  hiicrelerin  UV-A  ve UV-B ye olan cevaplan
degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda hiicrelerin UV-A ve UV-B ile maruz kalmalar
durumunda apoptoz ve nekroz oranlarinda olumsuz yonde bir degisme olup olmadigi

arastiritlmistir. WST-1 testi ile de hiicre canlilik degerleri 6l¢iilmiistiir.

Oncelikle Merkezi Arastirmalar Laboratuarina soguk zincir ile getirilen kornea
dokulart ile hiicre kiiltiirii calismalari1 yapildi. Uygun kiiltlir ortaminda inkiibe edildi.
Keratokonuslu ve normal kornea epitellerinin kiiltiirasyon islemleri boyunca farkl
besi ortamlarinda ¢ogaltilmas1 denenerek hiicrelerin kiiltiir kaplarina en iyi sekilde
tutundugu besiyeri ile c¢alismalara devam edildi. Yapilan hiicre kiltiiri
calismalarinda en Dbasarili sonucun ‘Keratinocyte-SFM” ile alinabilecegi
belirlenmistir(Sekil 3. 3.ve Sekil 3. 4.). Ayrica keratokonuslu ve normal kornea
epitel hiicrelerinin tutunmasit ve cogalmasi ¢ok kolay olmadigi i¢in, pasajlama
yapmadan dogrudan ilk hiicre yayilimindan deneyler yapildi. (Sekil.3.11.)
Keratokonuslu ve normal kornea epitel hiicrelerinin kiiltiirleri UV-A ve UV-B
1sinlaria maruz birakilmadan once bu hiicrelerin apoptoz, nekroz ve sitotoksisite
degerleri belirlendi. Bdylece yapilacak diger ¢aligmalar i¢in dayanak olusturuldu.
Sitotoksisiteyi belirlemek i¢in WST1 testleri yapilarak &lgiilen % canlilik degerleri
belirlendi (Cizelge 3. 1. ,Cizelge 3. 2.)

Ikili boyama yontemi ile keratokonuslu kornea epitellerinin apoptoz, nekroz
sonuclarinin fotograflar ¢ekildi.(Sekil 3. 9. ,Sekil 3.10.) Yapilan 6l¢iim sonuglarina
gore hiicre canliligr ortalama %77 bulundu. Literatiirde UV-A ve UV-B uygulama
dozlar ile ilgili ¢esitli bilgiler mevcuttur. Ancak, bizim ¢aligmamizda uyguladigimiz
sekilde kiiltir ortamina tek kat olarak yayilmis epitel hiicrelerine yapilmis benzer bir
UV uygulamasi yoktu. Bu nedenle kiiltiir ortamina tek kat olarak yayilmis kornea
epitel hiicrelerine uygulanacak olan UV’nin hiicrelerde asir1 zarar olusturacak kadar

yiiksek veya hicbir etki olusturmayacak kadar diisiilk olmamasi1 icin UV-A ve UV-B
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nin optimal dozlar1 bulunmaya ¢aligildi. Bunun i¢in de UV 1sininin epitel hiicreleri

tizerindeki etkisi, apoptoz ve nekroz orani tayini ile tespit edildi.

UV-B i¢in 50, 100, 150 ve 200 mJ/cm? dozlarinda UV-B uygulanarak apoptoz ve
nekroz testleri tekrarlandi. 50 mJ/cm? ve 100 mJ/cm? dozundaki UV-B’ de kayda
deger degisiklik gozlenmezken 200 mJ/cm? dozunda ise asirt miktarda apoptoz /
nekroz goriildii (Sekil 3.14). UV-B i¢in en uygun dozun 150 md/cm? oldugu
anlasildi (Sekil 3.13.). UV-A icin 500, 1000, 1500 ve 2000 mJ/cm? dozlarinda UV-A
uygulanarak apoptoz ve nekroz testleri yapildi. 500, 1000 ve 1500 mJ/cm? dozundaki
UV-A’da hiicre canliliginda 6nemli bir fark olmadi (Sekil 3.15). UV-A i¢in en uygun
dozun 2000 mJ/cm? oldugu anlasildi(Sekil 3.16.).

Uygun dozlar belirlendikten sonra ¢aligmalara devam edildi. Keratokonuslu kornea
epitelleri ve kontrol grubu olarak normal kornea epitellerine UV Maruzat Cihazi ile
150 mJ/cm2 UV-B uygulandi. UV-B 1smina maruz birakildiktan sonra 24 saatlik
inkiibasyona alindi. Daha sonra hiicre canliliginin test edilmesi amaci ile sitotoksisite
deneyleri yapildi (WST-1). Keratokonus grubunda ortalama canlilik %73 olarak
belirlenirken(Sekil 3.17.), kontrol grubundaki canlilik orani ise ortalama % 92 olarak
gozlendi (Sekil 3.18.). Aym islemler bu kez 2000 mJ/cm? dozlarinda UV- A
uygulanarak gerceklestirildi. UV-A uygulamasindan sonra 24 saatlik inkiibasyona
alindi. Daha sonra hiicre canlilifinin test edilmesi amaci ile sitotoksisite deneyleri
yapildi (WST-1). Keratokonus grubunda canlilik ortalama %066, kontrol grubunda
ise yaklasik % 97 olarak belirlendi .(Sekil 3.19 ve 3.20)

150 mJ/cm2 UV-B uygulanan keratokonuslu ve normal kornea epitel hiicrelerine
ikili boyama yontemi uygulandi. Bunun sonucunda keratokonuslu kornea epitel
hiicrelerinde apoptoz oran1 % 17 civarinda, nekroz oranm ise %23 civarinda oldugu
belirlendi (Sekil3.21). UV-B 1sinina maruz birakilan kontrol grubu hiicrelerinde

apoptoz oraninin % 3; nekroz oraninin ise %2 oldugu belirlendi (Sekil 3.22).

2000 mJ/cm? dozlarinda UV-A uygulanan uygulanan keratokonuslu ve normal

kornea epitel hiicrelerine ikili boyama ydntemi uygulandi. Bunun sonucunda
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keratokonuslu kornea epitel hiicrelerinde apoptoz oraninin % 12 civarinda, nekroz
oraninin ise %3 civarinda oldugu belirlendi (Sekil 3.23). UV-A 1smmina maruz
birakilan kontrol grubu epitel hiicrelerinde apoptoz oraninin % 2 civarinda, nekroz

oraninin ise %1 civarinda oldugu belirlendi (Sekil 3.24).

UV-A 1sinlart goriiniir 1518a en yakin dalgaboyuna sahiptir. Ayrica dokulara zarari
nisbeten daha azdir. UV-A 1simminin az bir kismi kornea epitelinde, ¢ogunlugu
stromada, geri kalan az bir orani da lenste absorbe edilir. UV-B, daha kisa
dalgaboyundan olusur, daha fazla enerji tasir ve dokuya daha fazla zarar verir. UV-
B’nin ¢ogu kornea epiteli tarafindan sogurulur. Saglikli kornea epiteli hiicreleri, UV-

B nin zararl etkilerine kars1 gii¢lii antioksidan savunma sistemleriyle donatilmstur.

Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda, normal kornea epitel hiicrelerinin UV-A ve UV-B
uygulamasindan ¢ok az etkilendigi gozlenmistir. Normal kornea epitel hiicrelerinin
UV uygulamasi sonucu olusan oksidatif hasara kars1 ¢ok giiclii antioksidan savunma

mekanizmalarima sahip oldugu goriilmiistiir.

UV-A uygulamast ve UV-B uygulamasinin, Keratokonuslu kornea epiteli
hiicrelerinde canlilik oranini  diisiirdiigiinii belirlenmistir. Ozellikle de UV-B
uygulamasi, keratokonuslu kornea epitel hiicrelerinde, nekroz oraninin ¢ok yiiksek
olmasina neden olmustur. Yani UV-B ¢ok fazla hasara neden olmustur. UV-B’nin
daha fazla zarar vermesinin nedeni; oncelikle enerjisinin yiiksek olmasidir. Bunun
disinda kornea epitel hiicreleri, UV-B’nin ¢ogunu sogurmaktadir. Kornea epitel
hiicrelerinin UV-B’yi sogurma oranlarinin yiiksek olmasi da, hasarin fazla olmasina
neden oldugunu disiindiirmektedir. Boyle bir sonug, keratokonuslu kornea epitel
hiicrelerinin, UV uygulamasi sonucunda olusacak olan oksidatif hasara Kkarst,
antioksidan savunma mekanizmalarinin  yetersiz ya da bozuk oldugu

diistindiirmektedir.
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