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OZET

KORNEA EPITEL HUCRE KULTURUNDE ASTAKSANTININ ANTIOKSIDAN
AKTIVITESININ MOLEKULER BIYOLOJIK ARASTIRILMASI

AKDAG, Siikran
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans tezi
Danisman:Dog. Dr. Mustafa Tiirk
SUBAT 2017 101 SAYFA

Keratokonus, heniliz sebebi bulunamamis ve olusumundaki sebepleri
incelenmeye devam eden bir goz hastaligidir. Epitel ve stroma hiicrelerinde yiiksek
seviyede UV 1sinlarina maruzat sebebiyle oksidatif stres yogun olarak yasanir ve bu
hiicreler gili¢lii bir antioksidan sisteme sahiptir. Keratokonusta oksidatif streste artis
gosterilmis olsa da, antioksidan mekanizmadaki degisiklikler bu tez ile agiga
cikarilmistir.

Keratokonus ile ilgili heniiz genetik bir sebep bulunamamasina ragmen
cevresel etkenlerden en dnemlisi giines 1sinlardaki yiiksek enerjili mor 6tesi (UV)
1sinlarin gozde ciddi etkiler olusturmasidir. Giines 1sinlarindaki yiiksek enerjili UV
isinlart Ui kisma ayrilir ve en yiiksek enerjili olan UV-C atmosferde sogurularak
yeryliziine neredeyse hi¢ ulagsmaz. UV-B cogunlukla kornea epitel ve stroma
hiicrelerinde, UV-A ve kalan UV-B’nin de tamami lens tarafindan sogurulur. Kornea
epiteli hiicreleri UV-B’ye dogrudan maruz kalan ilk hiicre tabakasidir ve olumsuz
etkilerin onlenmesi i¢in yliksek miktarda antioksidan molekiil ve enzim ifadesi
bulunmaktadir. Keratokonuslu hiicrelerde DNA hasar1 durumu incelenmis fakat
onemli bir fark bulunamamistir. Antioksidan enzimlerinin miktarlar1 ve aktiviteleri de
hem normal-keratokonuslu kornea epitel hiicrelerinde hem de UV-A/B ile maruz
birakilan epitel hiicrelerinde incelenmistir. Enzim olmayan molekiiller de oksidatif

stres ile miicadelede UV emilimi agisindan 6nemli bir rol oynar. Keratokonuslu epitel



hiicrelerinde bu molekiillerin azalmas1 veya UV-A/B maruzati ile ifade degisikliginin
bulunmamasi sorun olabilecegi siiphesini ¢ikartir. Calismalar kapsaminda enzim
olmayan antioksidan molekiiller glutathione, C-vitamini, E-vitamini, NADPH ve
Ferritin incelenmistir. Epitel hiicre kiiltiirlerinin normaller ile ve UV-A/B maruzati
durumu ile karsilastirmali olarak toplam antioksidan kapasitesi incelenmistir. Bunun
yant sira, aynt sekilde antioksidan aktiviteleri ve miktarlar1 agisindan incelenen
enzimler SOD-1, SOD-2, ALDH, Catalase, G6PD, Glutathione Peroxidase, ve
Glutathione Reductase enzimleridir. Antioksidan enzimlerinin transkripsiyon ya da
translasyonun hangi asamasinda problem olusturdugunun anlasilmasi i¢in ise hem
gPCR analizleri hem de protein seviyesinde ELISA testleri gerceklestirilmistir.
Antioksidan mekanizmasinin son turiinleri olan NO sentaz, NO, H202 ve
NADH miktarlar1 da incelenmistir. Tiim bu analizler sayesinde keratokonus
hastaliginin epitel tabakadan kaynaklanabilecegine dair 6nemli bulgular elde
edilmistir.
Anahtar Kelimeler: keratokonus, epitel, UV-A, UV-B, antioksidan, oksidatif

stres,hiicre kiilttirii



ABSTRACT

MOLECULAR BIOLOGICAL INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY
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CULTURE
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Department Of Biology, Graduate Thesis
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Keratoconus is an eye disease with limited findings about its prognosis and

progression. Epithelial and stromal cells are highly exposed to UV of sunlight which
causes oxidative stress and thus these cells have to possess high degree of anti-oxidant
mechanisms. By this project, abnormalities in antioxidant mechanisms of epithelial
cells are revealed.
Although there is limited findings about genetic background of Keratoconus, effect of
high energy UV of sunlight has strict effect on cornea cells. There are three subtypes
of sunlight UV and UV-C, with highest energy, absorbed through atmosphere. UV-A
and UV-B, however, reaches cornea and absorbed by both epithelial and stromal
layers, and eye lens. Corneal epithelial cells are first layer of cells exposed to UV-A/B
and its antioxidant mechanism is well developed.

Amount and activity rate of antioxidant enzymes, both in normal and epithelial
cells and UV-A/B exposed cells. Non-enzyme molecules, also, have an important role
for absorbance of UV. Down-regulation of these molecules of unaltered expression
after high dose UV-A/B exposure in Keratoconus provides information about a
problem. Non enzyme molecules, glutathione, C-vitamin, E-vitamin, NADPH and
Ferritin have been investigated. The other enzymes are SOD-1, SOD-2, ALDH,
Catalase, G6PD, Glutathione Peroxidase, and Glutathione Reductase. To understand



better about the point of problem during transcription and translation, both gPCR and
ELISA methods have been applied.

The end products of antioxidant mechanism, NO synthase, NO, H202 and
NADH quantities are also measured. By all these analysis, it is reached that

keratoconus disease can also be originated at cornea epithelial layer.
Key Words:Keratoconus,Epithelium,UV-A,UV-B, antioxidant,Oxidative stress,cell

culture
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1.GIRIS
1.1. Goziin Anatomisi ve Fizyolojisi

Goz kiireleri (glob; bulbus okuli), orbita boslugu i¢inde bag dokusundan zengin bir
yag yastigina yerlesmis gorme duyusunda fonksiyonunda gorevli olan bir ¢ift organdir.
Go0z; oldukca gelismis, karmasik fotosensitif (1s18a duyarli), seklini,igik siddetini ve
nesnelerden yansiyan renklerin analizini yapan organdir. Goz tabakadan olusur: géz
aki (sert tabaka),damar tabaka v ag tabakadir[1-3]. G6z kiiresinin gosterimi Sekill.1*

de verilmistir.

Sert tabaka
G6z mercegds

Sari leke

." /Goz sinirleri
;),f:'b‘\Kbr nokta

iris = .\
7 A

Damar tabaka

Saydam tabaka—_
G0z bebegdr

g tabaka

Sekill.1Goziin sematik kesiti [4]

1.1.1. Kornea

Sert yapis1 sebebiyle gz igindeki dokulari hasara karsi koruyan bir bariyerdir.
Korneanin {izerini Orten gdzyasi film tabakasi vardir. Bu film tabakasiyla birlikte
diizgiin kirict ortam olusturup gozii yapisal hasara ve enfeksiyona karsi koruyan
kornea bes katli1 bir yapiya sahiptir. Bu katlar; epitel, Bowman zari, stroma, Descement

membrani ve endoteldir ve sartlarda kan ve lenf damarlar1 icermez[5,6].
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Bowman
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A

Sekill.2. Korneanin mikroskobik anatomisi[7].

1.1.1.1.Epitel Tabakasi:

Kornea epiteli, korneanin en disinda yer alir. Siki ve koruyucu 6zellikte bes veya yedi
tabasi bulunabilen ve yassi epitel yapisindadir. Gézyast sivisini stromaya gegisini
epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilar engeller. Bazal hiicre tabakasi rejeneratif
ozelligine sahiptir ve limbal kok hiicrelerden meydana geldigi diisiintilmektedir. Bu
hiicreler devamli larak ¢ogalirlar ve farklilasip diger tabakalari olustururlar. Bu
farklilagsma tiim epiitelin yenilenmesini saglar. Bu farklilasma 7 ila 14 giin arasinda
tamamlanir. Bazal membran gercek bir membran yapisindadir. Laminin, Tip 1V
kollojen, fibronektin ve fibrin icerir ve bazal membran rejenerasyon yetenegine sahip

degildir[8,9].

1.1.1.2. Bowman Membrani:

Bowman membrani hiicre icermediginden hasar gordiigiinde kendini yenilemez. Bu
membran Tip I ve V kollojenden ve bunlarin arasmni dolduran Tip VI kollojen
filamanlar1 ve proteoglikanlardan olusur. Bowman zarininin kalinligr yasam boyu
sabittir [9].

1.1.1.3. Stroma:

Korneal kalimlhiginin %90’mn1 kornea stromasi olusturmaktadir. Stromamnin ana
hiicresi keratosittir ve ortalama Omiirleri 2-3 yildir. % 78’isu olan stromanin geriye
kalan agirligin %70°1 kollajen lifler tarafindan olusturulmaktadir. Kollajen lifler

keratositler tarafindan sentezlenmektedir. Kornea strosasinda kollojenler; Tip III, IV



ve VI kollajen bulunmakta ve biiyiik ¢ogunlugu tip I kollajendir. Stromadaki kollejen
lifler diizenli dizilir. Buda korneaninsaydamligi i¢in biiyiik dnem tasir kollejendeki
fibriller 34-40 nm c¢apindadir ve olup 20-50 nm araliklarla dizilirler. Stromada

ortalama 200-250 2 pum genislikte kollajen lameli mevcuttur [10].
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Sekill.3. Korneanin histolojik katmanlari[11]

1.1.1.4. Dessement Membrani:

Kollojen fibrillerinin birlesmesiyle olusan endotelin bazal membrandir. Kalinlig: 3-
12 mikron aselliiler bir zar olup stromanin arka yiizeyini kaplamaktadir[12].

1.1.1.5. Endotel:

Tek sira hiicreden olusan ve korneanin arka yiizeyini kaplayan tabakadir. Bu tabaka
yaklagik 500000 hekzagonal hiicre bulunmakta ve bu hiicreler rejenere olmadiklari
icin yaglandikca azalir Yenidogan yaklagik 5000 hiicre/mm? iken korneadaki biiyiime
ve yasa bagl hiicre 6limleri nedeniyle 20 yasinda ortalama 3000 hiicre/mm?’dir.

Sonraki yillar ortalama % 0,6 oraninda azalmaktadir[13].

1.2. Keratokonus (KK);
Keratokonusun korneanin diger hastaliklarindan farkli bir hastalik oldugu ilk defa

1854 yilinda John Nottingham tarafindan tanimlanmisti[ 14].



1.2.1. Keratokonusun Tanim ve Epidemiyolojisi

Keratokonus korneanin diklesip ve incelmesiyle karakterize olan, ilerleyici
noninflamatuar bir hastaliktir. Myopik astigmatizmas1 olan her gen¢ eriskinde
keratokinus oldugu diistiniilmektedir[15]. Korneanin zayiflamasi ve incelmesiyle
olusan, genetik ve ¢evresel etkenlerin ortak sebep oldugu,kornea nakline kadar varan
siddetlerde goriilen ve diinya capinda genclerde rastlanan bir gérme rahatsizligidir

[16].

Keratokonus

Sekill. 4. Normal ve keratokonuslu kornea [17]

1.2.1. Keratokonusun Etyopatogenezi

Keratokonusun patogenezinin anlagilabilmesi i¢in bir¢ok biyokimyasal ve
epidemiyolojik yapilmis olmasina ragmen altta yatan biyokimyasal ve etiyolojik
temeller ¢cok az anlagilmistir. Keratokonusun etyolojisinde birdengok faktoriin rol

oynadig diisliniilmekte ve bunlardan bazilar1 asagida agiklanmistir [18].

1.2.1.1. Genetik
Kalitimin keratokonus etiyolojisinde kalittmin rolii net bir sekilde ortaya
konulmamistir.Olgularin sadece % 10’unda keratokonusun cocuklara aktarildig

gorilmistir[ 19].Wang ve ark. Yaptigi c¢alismada keratokonus olgularinin birinci



derece akrabalarindaki keratokonus yayginliginin normal popiilasyona gore daha fazla
oldugu bulunmus, bu artisin da genetik etkiye bagli oldugu diisiiniilmiistiir[20].
1.2.1.2. Ekstraselliiler Matriks Anormallikleri

Korneal seffafligini, Glikoprotein ve proteoglikanlarin i¢ine gémiilii halde bulunan
sikica paketlenmis kollajen liflerinden olusan kollajen lamelllerinin, essiz korneal
stromal matriksi saglar. Kornea seffaf olabilmesi i¢in; Kiigiik kollajen fibril ¢ap1 ve
interfibriller  bosluk  diizenliligi  gerekli  fiziksel  6zelliklerdendir.Stromal
proteoglikanlarin, kornea kollajen fibrilleri ile yakindan iligkili oldugu ve stromanin
onemli bir bileseni oldugu diistiniilmektedir[21].

Keratokonuslu gozlerde kollajen lamellalar arasi ve lamellalarin igindeki yanlis
yerlesimler ve kaymalar korneal egriliklerdeki degisiklerle iliskilendirilmistir[22].
Keratokonus; Ti p XII kollajen kornea epitel bazal membran bolgesi ve stromal
matrikste azaldig: goriilmiistiir[23]. Keratokonus patogenezinde korneadaki bowman
tabakas1 ve Descemet membraninda tip IV kollajenin azalmasinin rol oynayabilecegi
bildirilmistir [24] .

1.2.1.3.Enzim Anormallikleri

Matriks Metalloproteinaz (MMP) stromada bulunan bir enzimdir ve yikimdan
sorumludur. Bu enzim proteinaz inhibitorlerlerini inflimasyonu, tilserasyon ve yara
iyilesmesinde korneanin korunmasinda énemli rolleri vardir[25]. Yapilan ¢aligmalarda
keratokonusta normal korneaya gore daha ¢ok kollejenaz aktivitesi var. Son yilda
keratokonus patogenezinde proteinaz faaliyetlerin sorumlugunu oldugunu gosteren

cok sayida caligma vardir[26].

1.2.1.4.Apopitoz

Apoptozis; programlanmis hiicre 6liimiidiir. Canlilarda normal gelisimde,hastaliklarda
ve yara iyilesmesinde ortaya c¢ikar[27]. Kornea epitelinin kronik, tekrarlayan
kaldirilmasinin  stromal apoptozisi uyardigi yapilan hayvan caligmalarinda
gosterilmistir. Buda keratokonus olgularinda, sert gaz gecirgen kontakt lens
kullanimina bagli olarak veya genetik yapt durumunda oldugu gibi yogun goz
ovusturmast  ikincil  kronik irritasyonun apoptozise yol acabilecegini
diistinmektedir[28,29].

Yapilan c¢aligmalar apoptozisi 2 mekanizmanin uyarabildigi gozlemlenmistir.

Bunlardan ilki transmembran fosfotirozin fosfatazi olan LAR (Leucocyte common



antigen related protein)’in apoptozisi uyardigi belirtilmistir. Ikinci mekanizma ise
apoptozisi inhibe eden TIMP-1’in (matriks metalloproteinazlarin doku inhibitorii)
keratokonuslu kornealarda diisiik diizeylerde bulunmasidir[30].

1.2.1.5.Sinyal iletim Anormallikleri

Proteinaz inhibitoriiniin (a1) promotor aktivitesini baskilayan ve bunun sonucunda bu
enzimin diizeyini diisliren bir transkripsiyon faktorii olan Spl’in, keratokonuslu
kornealarda arttig1 gosterilmistir[31].Ayrica bir fosfotirozin fosfataz enzimi ve
LAR’1n keratokonuslu kornealarda arttig1 gosterilmistir. Fosfotirozin fosfatazlarin
gorevleri tirozin molekiiliinden bir fosfati uzaklastirmaktir[32].Tirozinin, bu
defosforilasyonu ile LAR hiicre i¢i sinyalizasyonu etkilemekte ve apoptozisi
uyarmaktadir [ 30].

1.2.1.6.Oksidatif Hasar

Lipid peroksidasyon ve nitrik oksit yolu sonucu olusan sitotoksik tirlinlerin
kereatoknuslu kornealarda biriktigi gdzlenmistir[33-42]. Ayrica kantakt lenslerin nede
oldugu mekanik travmaultraviyole 151k, yogun géz ovsturmak oksijen radikallerinin
kaynag1 oksidatif strese sebep olabilmektedir[30].

Aldehid dehidrogenaz siif 3 enzimi reakif aldehidlerin uzaklastirilmasinda rol oynar
ve keratokonuslu kornealarda diisiik seviyelerde bulunmaktadir[43].keratokonuslu
kornealarda siiperoksit dismutaz diizeyi dusiiktiir. Siiperoksit dismiitaz serbest
radikaller ve siiperoksitler gibi reaktiflerin uzaklastirilmasinda rol oynar[44,45].
Keratokonuslu kornealarda sitotoksik olan aldehid grubunda yer alan malondialdehid
ve sitotoksik peroksinitrit olan nitrotirozin artar[33-42].

1.2.2. Keratokonus Tedavisi

Keratokonus hastalarinda tedavinin ¢esitli asamalar1 vardir. Bu agsamalardaki amaglar;
hastanin yasamini devam ettirebilecek kadar gorme keskinligi saglama, hastaligin
ilerlemesini durdurmave miimkiin oldugu kadariyla kornea nakli gibi cerrahi islem
gerektiren iglem yerine islem gerektiren yoOntemler kullanarak nakil ihtiyacim

engellemek veya ileri yaslara ertelemektir[46].



1.2.2.1 Cerrahi Dis1 Tedaviler

A) Gozliikle diizeltme durumlarda: gozliikk hafif keratokonus vakalarinda miyopi ve
astigms diizeylerinde kullanilir. Ki bu evrede gozliik yeterli olacak gérme keskinligi
saglar. Diizensiz astigma, reaktif kussru ¢ok kisa siirede degismesi vb. gozliik verilir.
B) Kontakt lensle diizeltme: kontak lens, korneanin 6n yiizeyini kaplayip ve diizenli
sferik bir optik ylizey saglayarak diizensiz astigmayi diizeltebilir. Kontak lens
hastaligin ilerleyip ve veya ilerlemesini durdurucu bir etkisi yoktur. Keratokonus sert
gaz gecirgen kontak lens, yumusak kontakt lensler, sert-yumusak kontakt lens
kombinasyonlar1 ve sklera lenslari kullanilabilir.

1.2.2.2.Cerrahi tedaviler

A) Korneal kollajen ¢apraz baglanma (CXL) tedavisi: Cerrahi tedaviler igerisinde
keratokonus ilerlemesini durdurdugu gosterilmis tek tedavi yontemidir [47].Korneal
kollajen ¢apraz baglanma tedavisi korneal kollajenler arasindaki kovalent baglari arttir
ve kollajen matriks biyomekanigini giiclendirerek keratokonus ilermesini durdurmay1
amaglayan bir tedavi yontemidir[48].

B) Intrastromal korneal halka (INTACS) tedavisi: santral korneayr diizlestirmek
amaciyla stromanin derinine cerrahi yontemle yerlestirilen, kavisli yay benzeri
segmentlerdir. ~ Bu segmentler polimetilmetakrilattan {retilir. Keratokonusta
uygulanan INTACS tedavisi geri doniisli bir cerrahi bir tekniktir.INTACS
keratokonusta marjinaldejanerasyon hastaliklarin tedavisinde popiilaritesi artan bir
yontrmdir[50].

C) Penetran keratoplasti: Keratokonus nedeniyle sert kontakt lens kullanan hastalarda
daha sonraki yillarda penetran keratoplastiye ihtiya¢ duyulabilmektedir. Kontakt lens
intoleransi, santral kornea skar1 gelismesi ve gérmenin arttirilamamasi gibi nedenlerle
keratokonus hastalarinda keratoplasti yapilmaktadir. Penetran keratoplasti sonrasinda
gelisen yiiksek astigmatizma ve greft rejeksiyonu gibi komplikasyonlar alternatif
tedavi segeneklerini 6n plana ¢ikarmaktadir.

D) Derin anterior lameller keratoplasti (DALK): Bu teknikte lameller cerrahide en
biiylik sorun olan ara yiizeyi ortadan kaldirmak icin descement membranina kadar
inmek amaglanmigtir. 400 pm periferik trepenasyon sonrast derin stromaya hava
injeksiyonu yapilarak posterior stroma ile descement membrani arasindaki hava
araciligi ile bir disseksiyon plani olusturulur. Daha sonra 6n stroma bigaklar ile diseke

edilerek biiyiik kabarcik olan alana bigak ile girilir ve posterior stroma alic1 yataktan



uzaklagtirilir. Hazirlanan dondr korneanin endoteli soyularak alici yataga siitiire edilir.
Yontem kornea endotelini yerinde birakmasi ve lameller ara yiizey olmamas1 nedeni
ile teorik olarak penetran cerrahi tekniklere iistiin goriilmektedir[51].

1. 3.Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti; canli bir doku veya organdan alinan kiigiik bir par¢anin in vitro ortamda
biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi islemine verilen isimdir[52]. Hiicre kiiltiirii yonteminin
temel ilkesi, canli dokulardan alinan pargalarin in vitro kosullarda yasama ve
iremelerini saglamaktir. Tip, sise gibi laboratuvar gereclerinde uygun besleyici
stvilarin iginde iiretilerek kullanilan canli dokulardir. Bu amagla ¢esitli canlilarin
(insan, maymun, fare, tavsan gibi) cesitli dokular1 (bobrek, akciger, timdr, amniyon
zarlar1) 6nce pargalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar. Bu hiicreler ¢esitli tuzlar, tampon
maddeleri, aminoasitler, vitaminler, dana veya at serumu iceren besleyici sivilarda
siispanse ederek steriltiip veya siselere koyulur. Bu hiicre siispansiyonu 36 °C’de
bekletildiginde hiicreler kabin g¢eperine yapigarak iirerler[145,146]. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda iki tip hiicre kullanilir. Bunlar primer hiicreler ve devamli hiicre
hatlaridir. Primer hiicre kiiltiirleri doku ve organlardan ayrilan hiicrelerin 24 saatten
daha uzun siire kiiltiir edilmesiyle elde edilir. Dis eti ve pulpa fibroblastlari, primer
kiiltiir hiicrelerine 6rnektir. Primer hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalan hiicreler buradan alinip
baska kiiltiirlere ekilebilir ve ¢ogaltilabilir. Bu sekilde elde edilen ilk alt kiiltiirlere
sekonder hiicre kiiltiirleri denir ve bir seri kiiltiir islemlerinden sonra hiicre hatlar1 elde
edilir. Fakat primer kiiltiirlerin insandan izole edilmesi ve kiiltlirtiniin yapilmasi
olduke¢a zordur. Primer kiiltiirler farkli bireylerden alindigi i¢in fonksiyonel durumlari
yansitmas1 farklidir. Devamli hiicre hatlar1 siiresiz ¢ogalabilme 06zelligine sahip
transformasyona ugramis primer hiicrelerdir ve daha stabil bir fenotipe sahiptir.
Devamli hiicreler meydana gelen transformasyondan dolayr in vivo 6zelliklerinin
tiimilinii koruyamazlar. Devamli hiicre hatlar1 kolaylikla ¢ogaltilabilir. Calismalarda
siklikla kullanilan devamli hiicre hatlar1 fare fibroblastlar1 ( L-929, 3T3) veya insan
epitelyal hiicreleridir (HeLa). Ayrica ¢alismalarda insan ve hayvan pulpa hiicreleri,
insan THP-1 monositleri ile immortalizefare odontoblast hiicre hatlarida
kullanilmaktadir [145,147,148].



1.4 Elektromanyetik Spektrum Bolgeleri

Elektromanyetik dalgalarin 6zelliklerine gore siniflandirilip tiirlerinin dalga boyu veya
frekanslarina gore siralanmis, gama 1silarindan ¢ok diisiik frekansl elektromanyetik
dalgalara kadar uzanan dizilimlere elektromanyetik spektrum denir. Elektromanyetik
dalgalarin frekansi artikca enerji artar yani en diislik frekansli elektromanyetik dalgalar

en diisiik enerjiye sahiptir ve spektrum stireklidir[53].
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Sekill. 5. Elektromanyetik spektrum ve goriiniir 151k spektrumu.

Cizelgel.l. Elektromanyetik spektrumdaki 1sinlar ve dalga boylar

ISINLAR DALGA BOYLARI
Kozmik Isinlar
Gama Isinlar1 <0,1A°
X Isinlar 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)
Goriintir Isinlar
IR Civari

IR

IR Otesi
Mikrodalgalar
Radyo Dalgalari

320-400 nanometre (nm)
400-700 nanometre (nm)
0,74-1,5 mikrometre ( um)
1,5-5,6 mikrometre ( pm)
5,6-1000 mikrometre (um)
1-5 milimetre (mm)

>5milimetre (mm)



1.4.1.Ultraviyole 1s1nlar

Glinesten gelen zararli ultraviyole 1sinlar(UV)’1n %90°’n1 diinyaya ulasmaz. Ciinki
ulagmasini ozon tabakasi engeller. UV 1sinlart UV-A,UV-B,UV-C olmak iizere iice
ayrilir[54].

Yeryiiziine ulasan giines radyasyonunun %5’ini olusturmaktadir ve 100-400 nm dalga
boyu araligindadir. Bu araligin %95-98’1 UV-A ve %2-5’i UV-B’dir. UV-C ise ozon
tabakasi tarafindan emildiginden yeryiiziine ulagsmaz[55].

1.4.1.1. UV-A

Yeryiizline ulagan en yaygin spektrumdadir ve pencere camindan gecer. Deride var
olan pigmentlerin oksidasyonu saglayip hizli pigmentasyon yapar fakat bu cabuk
kaybolan bir pigmentasyondur ve deri hastalilarin1 tedavi amagh kullanilir[55].
1.4.1.2. UV-B

Giines yaniklarinin ve kizariklarinin en biiyiik sorumlusudur. Kalic1 pigmentasyona
sebep olur. Deri yaslanmas1 ve deri kanserlerinin olugsmasinda rol oynar. Ayrica
viicuttaki D vitamini yapimini baglatan UV-B isinlaridir. Bu 1silar UV-A gibi
pencere camindan gegmez. UV-B’nin sebep oldugu giines yanigi, yaslanmasi, deri
kanserine sebep olmasi nedeniyle giines koruyucu gereglerin hazirlanmasinda hedef
15181 izgesi olma 6zelligi tasir. [55].

1.4.1.3. UV-C

Ozon tabakasi tarafindan tutuldugundan, normal atmosfer sartlarinda yeryliziine

ulagmaz.
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UVA

2ronzlasmaya sebep clur.
Uzun sire maruz kalmak
katarakta yol acabilir.

Gines yanigina sebep olur. Yerylizdne ulasmalan dnce
Uzun sdre maruz kalinmasi ozon tabakasinda emilir
korneaya zarar verebilir. we engellernir.

Sekill. 6.UV-A, UV-B,UV-C [56]
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Sekil 1.7UV Cesitlerinin Gozdeki Hasar1[57].

1.5.Serbest Radikaller, antioksidan ve Oksidatif Stres

Dis orbitalinde eslenmemis elektron bulunan kisa omre sahip reaktif atomlu ve
molekiiler serbest radikal denir. Organik ya da inorganik molekiiller halde
bulunurlar. Dayanikli degildirler. Cok aktiftirler bunun sebebi elektron
konfigiirasyonlarin1 pozitif yiike dengelemeleridir. Aerobik hiicrelerdeki serbest
radikaller biyokimyanimn en oOnemli tepkimeye kattiklar1 oksijen ve oksijen
radikalleridir[58].

Serbest oksijen radikallerin yasam siiresi kisadir ve miktarca derisimleri diisiik
olmasina ragmen c¢ok aktif yapili zararl bilesiklerdir ve tiim hiicre bilesenleriyle

etkilesme Ozelligi vardir. Serbest radikaller protein, lipid(yag),karbonhidrat, niikleik
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asitlerle reaksiyona girip bu yapilarin yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol acarlar.
Bu degisiklikler, oksidasyon, kromozom kirilmasi ve mutasyon seklindedir [59].
1.5.1. Serbest radikal tiirleri

Aerobik metabolizmas1 yapan canlilarda serbest radikal kaynagi oksijen
molekiiliinden tiireyen serbest radikaller oldugu kabul edilir. Aerobik organizmalarin
yagsamlarini devam ettirebilmeleri i¢in organik molekiillerden enerji aciga ¢ikarmada
oksijen molekiiliiniin kullanma mecburiyeti bu canlilar1 oksijenin toksik metabolik
tirtinleriyle birlikte yasamak zorunda birakir[60,61]. Metabolik reaksiyonlarda oksijen
ta olarak indirgenir ve son iirlin olarak suya indirgenir. Oksijenin suya indirgenmesi
sirasinda,kismi reaksiyonla veya rediiksiyon ara basamaklarinda metabolik olarak ¢ok
fazla yiiksek derecede reaktif ara iirlinler acia c¢ikar. Bu firiinlerin hepsi radikal
degildir. Bu sebeple reaktif oksijen tiirevleri kullanilir[60,62,63].

Oksijenle olusan serbest radikaller, biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest
rdikallerdir. Serbest radikallerin yani sira organizmada oksijen tiirevi serbest radikali
disinda daha az miktarda karbon ve kiikiirt merkezli radikallerde olusmaktadir
[64,65,66].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) : Oksijen radikallerini ve oksitleyici ajanlar1 kolayca
radikal haline dontstiiren, radikal ve radikal olmayan oksijen bilesikleri igeren
kompleks bir tanimdir.

Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ise nitrik oksit (NO.), azot dioksit (NO.2) ve radikal

olmayan azot bilesikleri iceren kompleks bir tanimdir[67,68].

1.5.2. Serbest radikallerin olusumu (ROS)

ROS, hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olugsmaktadir. Hiicrelerde zara bagl olarak yada
serbest bulunabilen degisik enzimlerin etkisiyle ROS olusmaktadir. Ayrica enzimatik
olmayan tepkimeler sonucu olusan otooksidasyon sirasinda ve radyasyon, hava kirligi,
sigara dumani gibi bir ¢ok dis etken ROS olugsmasinda etkendir. Tiim aerobik
hiicrelerde diizeyde olusurlar[72, 73, 74, 75].

ROS’lar ¢ok reaktifler ¢iinkii elektron sayisinin cekirdekteki proton sayist esit
olmadiklart i¢in dayanikli olmayan radikaller, elektron konfigiirasyonlarini1 pozitif
yiike dengelemek gerektigi igin reaktiflerdir. Tek elektronun baska molekiile verebilen

bu radikaller, baska bir molekiilden elektron ¢iftini olusturabilirler [60,75,76,77].
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Aerobik canlilarda oksijenin suya indirgenmesi sirasinda olusan ROS saglikli
durumlarda belirli oranlarda canliligin devami igin gereklidir [60,69,70]. Oksijen bir
elektron alarak indirgenmesiyle siliperoksit radikali (O2e-), siiperoksitin bir elektron
almasiyla peroksit olusur. Peroksit molekiilii ise iki hidrojen molekiilii ile birlesip
hidrojen peroksiti(H202) olusturur. Ancak biyolojik sistemlerde H2O: ‘in iiretilmesi
stiperoksitin dismiitasyonuyla olur. Ki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H202 ve
molekiiler oksijeni olustururlar. H202 bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif
oksijen tiirleri ig¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar.
Reaksiyon sonucu radikal olmayan firiinler olustugu i¢cin bu bir dismutasyon
reaksiyonu olarak da bilinir [60,69,70,72].

1.5.3.Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri
1.5.3.1.Siiperoksit radikali

Aerobik hiicrelerde oksijen bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusan ilk iiriin
stiperoksit radikalidir. Oksijen potansiyel toksik bir maddedir. Bunu asil nedeni
oksijenin elektron alip indirgenmesi sonucu siiperoksit radikaline doniisiimii oldugu
ileri siirilmektedir. Endojen oksijenin radikallerinin en biiylik kaynagi siiperoksit
radikalidir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem de rediikleyici 6zelligine sahiptir.
stiperoksit radikali hidrojen peroksitin kaynagi ve gec¢is metallerinin indirgenmesi
sebebiyle ¢cok 6nemlidir[60, 72, 78, 79].

Mitokondri, endoplazmik retikulum gibi seliiler trasport zincirinin ¢esitli
komponentlerinden oksijene elektron sizmasiyla siiperoksit olusur. Fagositik
hiicrelerdeki solunumsal patlama siiperoksit kaynagidir. Notrofillerin plazma
membraninin dis yiliziinde yerlesmis olan NADPH oksidaz, nétrofilin uyarilmasiyla
oksijene iki elektron aktararak iki molekiil siiperoksit olusturur [60,80,81,82].
Hiicrelerde ksantin oksidaz enzim de hiicrelerde siiperoksit iireten baska bir enzimdir.
Ksantinin iirik aside doniismesini katalizleyen ksantin hidroksil radikali bu sirada
stiperoksit radikali olusumunda sebep olur[81,82].

1.5.3.2.Hidroksil radikali

Hidroksil radikali; gegis metallerinin varliginda hidrojen peroksitin indirgenmesi
sonucu olusur ve ¢ok reaktif bir radikaldir. Bu reaksiyon ilk defa Fenton tarafindan
tanimlanmistir. Bu nedenle Fenton reaksiyonu olarak da adlandirilir.Hidroksil
radikali, hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyona girmesiyle de aciga

¢ikmaktadir. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu ismi verilmistir [83-85].
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Hidroksil radikali biitiin organizmalarda, yiliksek enerjisi olan iyonize edici radyasyon
etkisi altinda suda bulunan oksijen-hidrojen baglarinin homolitik in vivo olarak
meydana gelebilir [72,80].

Hidroksil radikalinin 6mrii ¢ok kisadir. Buna ragmen olustugu yerdeki biitiin biyolojik
molekiilleri etkileyebilir. Hidroksil radikallerinin spesifik hedefi metalloproteinlerdir.
Hidroksil radikali en aktif ve en toksik serbest radikaldir. Hidroksil radikali agiga
ciktig1 hiicre kompertmanindan uzaktaki hiicre bilesenleri ile difiizyona gerek
duyulmaksizin reaksiyona girebilir. Bu sebeple endojen olarak sekillenen ¢ogu
peroksidanlarin ve onlarin etkilerinin asil sorumlularidir[86-90].

1.5.3.3.Hidrojen peroksit

Oksijen molekiiliiniin ¢evre molekiillerden 2 elektron almasi ya da siiperoksitin 1
elektron almasiyla olusur. Peroksit molekiiliiniin 2 hidrojen atomu ile birlesmesiyle
hidrojen peroksit olusur [45,66,79]. Hidrojen peroksitin;hidroksil radikal kaynagi
oldugundan dolayr reaktif oksijen metabolitleri arasinda onemli bir yere sahiptir.
Hidrojen peroksitin organizmada iiretimini siiperoksitin dismiitastonu ile olur. Bu
reaksiyon SOD enzimi tarafindan katalizlenir. Enzimatik dismiitasyonun PH aralig1
genistir[72, 87, 91].

20, ¥2H*—H20: + O2

Hidrojen peroksit iiretimine Glukoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz i¢eren enzimler
de sebep olabilir. Hidrojen peroksit radikallerin sebep oldugu hiicresel degisiklikler
kritik 6neme sahiptir78, 92, 93].

1.5.3.4.Singlet oksijen

Singlet oksijen bir radikal degildir ¢iinii ortaklasmamuis elektronu yoktur. Fakat serbest
radikal reaksiyonlarini baglatirlar. Oksijen elektronlarindan birinin enerji almasi
sonucu kendi yoriingesi tersi bir yonde baska bir orbitale gegmesi sonucu singlet
oksijeni olusur. Miyeloperoksidaz enzimi 16kositlerden salinir. Bu enzimin
reaksiyonuyla hipokloréz asit (HOCI) olusmaktadir. HOCI ile hidrojen peroksit
arasindaki reaksiyonda singlet oksijeni olusur. Singlet oksijeni membran lipid

peroksidasyonunda etkisi bulunur ve ayn1 zamanda mutajeniktir [60, 73,78, 91].
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1.5.3.5.Nitrik oksit (NO=)

Nitrik oksitin hiicresel diizeyde koruyucu etkileri vardir. Ancak oksidatif stres altinda
stiperoksit radikali ile reaksiyona girerek oluGturdugu peroksinitrit ¢ok giiclii bir
oksidandir. Peroksinitrit bir¢ok biyolojik materyali direkt olarak etkilemesinin yani
sira proteinlerdeki tirozini nitratlagtirarak bazi hastaliklarin patogenezinde énemli rol
oynamaktadir Nitrik oksit vazomotor tonusun saglanmasinin yanisira enflamasyon
yanitlarinda, homeostazisde, vaskiiler hiicre biiyiimesinde de 6nemli rollere sahiptir [
83,91, 94 , 95,96,]. Nitrik oksitin fizyolojik Gartlarda siiperoksit radikaliyle
birleGmesi olduk¢a smirlidir. Ciinkii olusan siiperoksit radikali, hiicrede yiiksek
konsantrasyonda bulunan SOD tarafindan kolaylikla ortadan kaldirilabilmektedir.
Patolojik Gartlarda ise hem nitrik oksit hem de siiperoksit sentezi artmakta, olusan
stiperoksit, sliperoksit dismutaz enzimi tarafindan yeterli bir sekilde yok edilemedigi

icin peroksinitrit radikali olusmaktadir [94,95].

Cizelgel.2. Patolojik olarak 6nemli oksijen tiirevler

Patolojik olarak onemli 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 10,

15



Ozon Os
Hipoklorit asit HOCI

Lipit hidroperoksit LOOH

FORMATION OF FREE RADICALS

IONIZING
RADIATION

Sekill.8Serbest Radikallerin Olusumu[97].
1.5.3.Serbest Radikallerin Kaynaklar1

Hiicrede yer alan serbest radikal kaynaklari, normal metabolik olaylarin seyri sirasinda
gelebildigi gibi, organizmada yabanci maddelerin metabolize edilmesi sirasinda ve
radyasyon vb. dis etkenlere maruz kalinmast durumlarinda da meydana
gelebilmektir[98]. Bu sebeple serbest radikal olusturan mekanizmalar endozen ve

ekzojen olmak lizere ikiye ayrilmaktadir [99].
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Cizelgel. 3.Viicudumuzda serbest radikal[100].

Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport
zinciri Oksidan enzimler: Ksantin

oksidaz

Indolamin dioksijenaz
Triptofan dioksijenez
Galaktoz oksidaz
Fagositik hiicreler
Notrofiller

Monosit veEozinofiller

Makrofajlar

Ilac oksidasyonlar

Iyonize radyasyon

Giines 15181

X-1sinlari

UV-isinlan

Is1 soku

Glutatyonu okside eden maddeler

Ortam hava

1.6.Antioksidan

Viicudumuz serbest radikal olusumunu ya da olusmus serbest radikallerin zararl

etkilerini  Onlemeye ¢alisarak kendini

korumaya c¢alisir. Bu savunma

mekanizmasindaki faktorlerantioksidanlar olarak adlandirilir[101].
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1.6.1.Endojen antioksidanlar
1.6.1.1. Enzim olanlar

Cizelgel. 4. Baslica enzimatik endojen antioksidanlar[111].

Antioksidan Reaksiyonu
Stiperoksit Stiperoksit serbest radikalinin (O2") ve hidrojen peroksit
Dismutaz radikallerinin molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen
(SOD) antioksidan enzimdir. (202+ 2H ———— H20: + Oz)
Glutatyon Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Ozellikle
Peroksidaz eritrositlerde oksidadif strese karsien etkili antioksidan
(GSH-Px) enzimidir.
H20:+ 2GSH————GSSG +2 H20
Glutatyon GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu
Rediiktaz olusan
Okside Glutatyonu (GSSQ) tekrar indirgenmisGlutatyona
(GSH) doniistimiinii kataliz eder.
Glutatyon Lipid peroksitlere karsiGSH-Px aktivitesi gostererek
S-Transferaz antioksidan savunma mekanizmasiolustururlar.
(GST)
Katalaz Hidrojen peroksidi (H202) ve hidroksil (OH) radikallerinin

olusu-munu 6nlemek i¢in bunlarisuya ve oksijene pargalar.

Mitokondriyal
Sitokrom
Oksidaz

Solunumun zincirinin son enzimi olup, Siiperoksidi (O2")

detoksifiye eder.

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD antioksidan savunmasinin ilk basamagi olan siiperoksitin H>02’e dismiitasyonu

katalizleyen enzimdir.SOD Metalloproteindir. SOD bir siiperoksit molekiiliinii O

molekiiliinii yiikseltgeyerek,diger stiperoksid molekiiliinii H-O.’e indirger

Oz + O +2H" —»0: + H20:
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Bu dismiitasyon reaksiyonu siiperoksit radikalini anyon ve katyon formlarmin esit
oranda bulundugu PH 4,8’de kendiliginden gelismektedir. Fakat fizyolojik sartlarda
yani PH’1in 7,35-7,45 arasinda iken reaksiyon ¢ok daha yavas olusmaktadir. SOD
aerobik hiicrelerde oksijen radikalinin zararina karsi intraselliiler savunmasinda biiyiik

rol oynamaktadir. SOD akvitesi yaslanmaya bagli olarak azaldigi goriilmektedir [102].
Katalaz (KAT)

Her biri bir prostetik gruptan olusan ve yapisinda Fe**bulunduran 4 hem grubu olan bir
hemoproteindir. SOD’in olusturdugu H:0-’i katalaz peroksidaz enzimiyle birlikte

oksijen ve suya pargalar [102].
2 H202.—2 H>0+0-

KAT’1n indirgeyici aktivitesi kiiciilk molekiiller olan hidrojen peroksit ile metil,etil
hidroperoksit vb. kiiclik molekiillere karsidir. Lipid hidroperoksit gibi biiyiik
molekiillere etki etmez [102-105].

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Lipid hidroperoksitlerin her birinin selenosistein bulunduran 4 alt birimde olusur.
Rediikte glutatyon yiikseltgerken H20:’i de suya cevirir bdylelikle memnbran

lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korumaktadir.
2 H202+2 GSH—Okside glutatyon (GSSG)+2H-0

Glutatyon peroksidaz E vitamin eksikliginde membran1 peroksidasyona kars1
korumaktir. Eritrositlerdeki en kuvvetli antioksidandir. Selenyum eksikligi sonucunda
glutatyon peroksidaz yetersizligi olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral

pargasidir[ 106-109].
Glutatyon S-Transferaz (GST)

Aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak tizere lipid peroksitlerine karst Se

bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite gostererek antioksidan etki gdsterir[102,110].

Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R)
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Hidroperoksitlerin  rediikte olmast sirasinda meydana GSSG gelir, GSSG-R
katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniistiirmektedir. Reaksiyonun
gerceklesmesi icin NADPH’ a gereksinim vardir[103, 104, 111].

GSSG + NADPH + H—2GSH + NADP*
Aldehit Dehidrogenaz

Aldehid dehidrogenaz enzim ailesi, aldehitin piridin pirimidin niikleotine bagl olarak
karboksilik aside oksidaysonunda rol alir ve 19 enzimden meydana
gelir[112].Aldehidler oldukga reaktif eozifik ve uzun yasam siiresi olan bilesiklerdir.
Fizyolojik siireclerde rol aldiklari gibi mutajenik, karsinojenik ve sitotoksik rolleri de
mevcuttur[113-115].

ALDH enzimi sitoplazma, c¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve mitekontride

bulunabilmektedir. insanlarda gésterilmis 19 ALDH geni mevcuttur[116].

Glukoz-6 Fosfat Dehidrogenaz

G6PD pentaz fosfat metabolik yolunda ilk ve kontrol enzimdir [117]. Bu metabolik
yolun en 6nemli gorevlerinden birisi de NADPH {iretimidir. NADPH ise hiicrede yag
asidi, kolesterol, L- askorbij asit, nitrik asit biyosentezi,glutatyonun indirgengesi, ilag
ve ksenobiyotik detoksifikasyonu ve peroksitlerin indirgenmesinde rol oynar
[118,119]. Enzim genelde dimerik yap1 gosterir. Dimerik veya tetramik formunu
sicaklik, NADP+ , NADPH derisimi vb. faktorler etkiler [120].

Nitrik Oksit Sentaz(NOS)

NO; oksijen molekiilii siiperoksit anyonu (O2 . ), siilfhidril ve tiol gruplartyla
hemoglobin demirine yiliksek egilim gosteren iki atoma sahip bir radikaldir.
Inflamatuar olaylarda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS) olarak adlandirilan bir
enzim tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzim hem eklem i¢i hem de eklem dis1 pek

¢ok hiicre grubu tarafindan sentezlenirr[121-123].

NO, biyolojik sistemlerde ¢ok yonlii hiicre i¢i haberci olan bir gaz molekiiliidiir[ 124].
Hiicre i¢i NO iiretimi; NOS enzimi yapar, L-arginin aminoasidinin L-sitruline

cevrilmesi sonucu gergeklesir [125].
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1.6.1.2.Enzim olmayanlar

Cizelgel. 5. Enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar[111]

Antioksidan

Reaksiyonu

Melatonin

Lipofilik 6zellik géstermesinden dolay1 hiicrenin hemen
hemen biitiin organellerine hatta hiicrelerine kadar ulasarak
genis bir dagilim gosteren melatonin, hidroksil ve siiperoksit

radikallerini tutarak antioksidan etki gosterir.

Seruloplazmin

Ferro demiri (Fe2+) ferri demire (Fe3+) ylikseltgeyerek
fenton reaksiyonunu ve hidroksil radikali olusumunu

engeller

Transferrin

Serbest demir iyonlarinibaglayarak fenton reaksiyonunu

Onler u

Laktoferrin

Diistik pH’liortamlardaki demir iyonlarinibaglar.

Glutatyon Karacigerde sentezlenen bir tripeptitdir. Hemoglobinin

(GSH) oksitlenerek methemoglobine doniismesini onler.
Eritrositleri, 16kositleri, goz lensini oksidadif hasara
karsikorur.

Sistein Siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Urik asit Genelde metal baglayiciolarak calisirken degisik
radikalleride toplar.

Glikoz Hidroksil radikali gidericisidir.

Albumin HOCI radikalini toplar. Proteini ve metal iyonlarinibaglar.

Glutayon

Glutatyon hiicrenin antioksidan savunmasinda gorev yapar ve nonprotein tiyoldiir.

Sistein kalintisindaki tiyol (-SH) aktif grubudur. Ozellikle karacigerde olmak iizere

biitiin organkarda sentezlenir ve tiim dokularinda mevcuttur [126].

Total GSH*m c¢ogu sitozolde (%85-90) bulunur iken geri kalan ise (%10-15)

mitekontiride ve diger organlarda bulunmaktadir. Mitekontride GSH sentezleyen

enzimlerde eksiklik olustugu durumlarda sitozolden alinarak devamlilik saglanir

[127].
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Hiicrelerde total glutatyon, serbest ya da proteinlere bagli (%15)olarak bulunmaktadir.
Serbest glutatyon ¢ogunlukla rediikte formda bulunmakta ve oksidatif streste forma
dontstiirilmektedir. Hiicrelerde redoks halde bulunan glutatyon ve okside formda
bulunan glutatyon oram1 (GSH/GSSG) kritik 6neme sahiptir. Normalde glutatyon
redoks ¢ifti 1-10mM konsantrasyon araliginda bulunur ve rediikte glutatyon,okside
forma gore daha iist seviyede bulunmaktadir. Hiicre dinlenme halindeyken bu oran
100t asarken oksidatif stres modellerinde bu oran 10 ile 1mM’a diiser
[128].Glutatyon, birincil olarak ROS’a kars1 engelleyici olarak gorev alir. Bu amagcla
H20: azaltir ve serbest radikalleri siipiiriir. Hiicrelerde oksidatif stres etkisiyle hidrojen
peroksit(H20:),glutatyon peroksidaz(GSH-Px) olusur. Glutatyon, olusan H.O. ve
GSH-Px suya yikar.. Ancak rediikte glutatyon (GSH), okside glutatyona (GSSG)
doniistir. Okside glutatyon daha sonra glutatyon rediiktaz (GR) ile tekrar GSH"a
dontstiiriliir[129].

GSH-Px
H,O, +2GSH — 2 H,O + GSSG

GSH-Px
ROOH + 2 GSH— ROH + GSSG + H;0

Urik Asit
Urik asit, niikleer materyalin katabolizmas1 sonucu ag1ga ¢ikar. Guanozin ve adenozin
bazli piirinlerin metabolizmasinin son {irlintidiir. Viicuttaki iirik asit 6zellikle kas
hiicrelerinin, niikleik asitlerin doniistimii ile olusan (endojen) ve gida(eksojen)
kaynakli olabilmektedir[130].
Piirin niikleotidleri; niikleotidi olusturan bilesenlerin sirasiyla ayrilmasi sonucu yikilir.
Insan organizmasi iirikaz icermez bu nedenle bu yikimin son iiriinii iirik asittir.
Memelilerde( primatlar hari¢) iirik asit; allantoine, lire ve hatta amonyaga kadar
parcalanabilir. Urik asit canli dokuda antioksidan ve kuvvetli bir radikal ¢6p¢ii olarak
gorev yapar [131].
Insan viicudunda iirik asit genelde idrarla atilmaktadir. Gastrointestinal sistemden az
bir kism1 emilmektedir.%98’1 plazmada sodyum-iirat seklinde serbest olarak dolasir

ve glomeriiler filtrasyondan geger, %5 ten azi ise proteine baglidir [132,133].
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Askorbik Asit

Askorbik asidin gorevi lipidleri oksidasyona karst korumaktir ve antiproteazlarin
oksidan maddeleriyle inaktive olmasini engellemektir. Fagositozda parcalanma
triinlerinin zararli etkilerini onlemek. Askorbik asit E vitamini ile birlikte LDL

oksidassyonu engellemektir [134].

1.6.2.Eksojen antioksidanlar

Allopiirinol, folik asit, C vitamini, trolox C, asetilsistein, mannitol, adenozin gibi.

1.7.Lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu reaksiyonu, hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymamais
yag asitlerinin, serbest radikaller tarafindan peroksitler, alkoller, aldehidler,
hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli lriinlere yikilmasina yol agar.
Bunun sonucunda zarin lipid yapisi, hiicre yapt ve fonksiyonlari bozulur. Lipid
peroksidasyonunda rol oynayan en 6nemli serbest oksijen radikali, hidroksil radikali
olup bu radikalin de olaganiistii hasarlayic1 etkisi vardir(100). Hidroksi radikali son
derece reaktif oldugundan canli hiicrelerde bulunan DNA, proteinler, karbonhidratlar
dahilbiitiin biyomolekiillerle siiratle reaksiyona girer[135].

Biyomembranlar, membranfosfolipidlerindeki ¢okl u doymamis yag asitlerine
sahip olmalar1 nedeniyle lipid peroksidasyon hasarmin en ¢ok oldugu yerdir.
Coklu doymamis yag asitleri yapilarinda bir ya da daha fazla karbon ¢ift bagi tasirlar.
Bu biyokimyasal 6zellikleri onlar1 serbest radikallerin yol a¢tig1 oksidatif hasara daha
duyarl kilar. Hidroksil radikali ¢oklu doymamuis yag asitlerini, tekli doymamis ya da
doymus yag asitlerinden daha hizli hasara ugratir. Cift bag sayis1 ne kadar fazlaysa
hidrojen atomunun yer degistirmesi de o 6l¢iide kolaydir.

Serbest radikallerin etkisiyle coklu doymamuis yag asitleri zincirinden hidrojen atomu
uzaklasir ve lipid radikalleri ortaya ¢ikar. Olusan lipid radikali (L.) dayaniksiz bir
yapiya sahiptir ve bir dizi spontan degisiklige ugramaktadir. Oncelikle molekiil gift
bag aktarimiyla konjuge dienler meydana gelir. Konjuge dienler molekiiler oksijen ile
reaksiyona girer v lipid peroksid radikali (LOO.) olusur. Bu radikaller de hidrojen
atomu alarak, lipid hidroperoksidlerine (LOOH) dontismektedirler. Bu otokatalitik
reaksiyonlar sonucunda aldehid, etan ve pentan gibi {iriinler olusur. Aldehidler

bilinen en toksik iirlinlerdir. Lipid peroksidasyonu ile olusan {iriinlerin tiobarbitiirik
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asit(TBA) ile reaksiyona girmeleri sonucu MDA olusur. Mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik bir bilesik olan MDA lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir. MDA
proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidlere veya niikleik asitlere baglanarak toksik
etkisini gostermektedir. MDA doku, kan ve viicut sivilarinda olgiilerek lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir.

Insanlarda birgok hastaligin etyopatogenezinde serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu lipidperoksi dasyonuna bagli olarak organ ve dokularda agiga ¢ikan hiicre

membrani hasar1 su¢lanmaktadir[ 136-144].
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2.METARYAL VE YONTEM
2.1 Kornea Epitel Hiicre Orneklerinin Toplanmasi

Yildirm Beyazit Universitesi Atatiirk Egitim ve Arastirma Hastanesi
biinyesinde bulunan Keratokonus ve Refraktif Cerrahi Merkezi’nde Keratokonus
tanis1 alan ve Korneal Capraz Baglama tedavisi karari verilen hastalardan bu tedavi
sirasinda rutin olarak soyulan ve atilan kornea epitel dokusu alinacaktir.

Kontrol grubunu olusturmak {izere yine ayni merkezde kirma kusuru tedavisi
i¢in Excimer Lazer tedavisi olmak i¢in basvuran hastalardan bu tedavi sirasinda rutin
olarak soyulan ve atilan kornea epitel dokusu alinacaktir. Excimer Lazer tedavisine
uygun olmak i¢in kiside keratokonus ile ilgili higbir bulgunun olmamasi
gerekmektedir. Yapilan kornea topografisi, kornea kalinlik haritasi, okiiler histerezis
6l¢iimii ve biyomikroskobik muayene sonucunda bu karar verilmektedir. Bu nedenle
excimer lazer adaylar keratokonus olmayan kontrol grubu olarak alinmistir.

Hastalardan alinan dukular i¢in etik raporu Ek-1"dir.

2.2 Kornea Epitel Hiicre Kiiltiirii

Hastalardan alinan kornea o6rnekleri hiicre kiiltiirii besiyerinde soguk ortamda
laboratuvara getirildi. Hiicrelerin laminar flow kabin icerisinde pipetajla birbirinden
ayrilmasi saglandi, daha sonra 200 mikrolitre sivi iginde 700.000 hiicre olarak 12
kuyucuklu flasklara ekildi. Hiicreler ekilirken kuyucugun ortasina damlatildiktan
sonra pipet ucuyla kuyucuk kenarma dogru homojen sekilde yayilarak hiicrelerin tiim

flask tabanina miimkiin oldugu kadar esit dagilmasi saglandi. Daha sonra flask igine

Sekil2.1.Kontrol epitel hiicre kiiltiirlerinin degisik biiyiitmede goriintimleri

(Keratinocyte Serum Free Medium-GIBCO)Fotograflar Leica inverted floresan

mikroskobu ile 200X biiyiitmede ¢ekilmistir. Olgek 50um mesafeyi gostermektedir
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Sekil2.2. Keratokonus epitel hiicrelerinin tip 4 kollajen modifikasyonlu yiizeyde

kiiltiir goriiniimii.Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X

biiyiitmede ¢ekilmistir. Olgek 50um mesafeyi gostermektedir.

2.3 UV Uygulamasi

Deney diizenegi tablodaki gibi olusturuldu.

Cizelge2.1. Calisma ve Kontrol Gruplari

Keratokonus

UV-A

UV-B

UV YOK

Lazer (Normal Epitel)

UV-A

UV-B

UV YOK

UV uygulamasi i¢in UV-A ve UV-B dalga boylarinda uygulama yapabilen dis

ortama kapal1 ve i¢ine kuyucuklu kiiltiir kaplariin yerlestirebildigi iki adet cihaz

yaptirildi (Nehir Biyoteknoloji). Her iki UV dalga boyu i¢in optimizasyon

caligmalarindan sonra uygun dozlar belirlendi.

Sekil2.3. UV Maruzat cihazinin resimleri
Literatiirde UV-A ve UV-B uygulama dozlan ile ilgili ¢esitli bilgiler mevcuttur.
Ancak,bizim projemizde uyguladigimiz sekilde kiiltiir ortamma tek kat olarak
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yayilmis epitel hiicrelerine yapilmis benzer bir UV uygulamasi yoktu. Bu nedenle
uygulanacak olan UV ninhiicrelerde asir1 zarar olusturacak kadar yiiksek veya higbir
etki olusturmayacak kadar diisiik olmamasi i¢in UV-A ve UV-B nin optimal dozlari
bulunmaya galisildi. UV 1sininin epitel hiicreleri lizerindeki etkisi ise apoptoz/nekroz
orant tayini ile tesbit edildi. Calismada 6 grup yapilmasi planlandi (¢izelge2.1). Ancak,
bu donemde sadece 4 grupta 6l¢iim yapildi. UV uygulamasi yapilmayan kontrol grubu
sadece canlilik testleri i¢in ¢alisildi.

UV-B i¢in 50 mJ/cm? dozundan baslandi. Bu dozda hiicrelerde kayda deger bir
degisiklik izlenmedi (Sekil 2.4). Daha sonra 100, 150 ve 200 mJ/cm2 dozlarinda UV-
B uygulanarak ayni testler tekrarlandi. 100 mJ/cm2 dozunda da kayda deger degisiklik
gozlenmezken 150 mJ/cm? dozunda makul seviyelerde (Sekil 2.5), 200 mJ/cm?2

dozunda ise asir1 miktarda apoptoz/nekroz goriildii (Sekil2.6).

Sekil2.4. 50 mJ/cm2 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu 6rneklerde ikili boyama
yontemiyle elde edilen (A)apoptotik(mavi filtre) ve (B)nekrotik(yesil filtre) hiicre
goriintlileri.Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyilitmede

cekilmistir. Olgek 50um mesafeyi gostermektedir.
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Sekil2.5. 150 mJ/cm2 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu orneklerde ikili
boyama yontemiyle elde edilen (A)apoptotik(mavi filtre)ve (B)nekrotik(yesil filtre)
hiicre goriintiileriFotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede

cekilmistir. Olgek 50um mesafeyi gostermektedir

Sekil2.6. 200 mJ/cm2 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu orneklerde ikili
boyamayontemiyle elde edilen (A)apoptotik(mavi filtre)ve (B)nekrotik(yesil filtre)
hiicre goriintiileriFotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 50um mesafeyi gdstermektedir

UV-A uygulamasi i¢in yine doz optimizasyonu yapilarak en uygun UV doz
miktaribelirlenmeye ¢alisilmigtir. Buna gore, artan dozlarda UV-A verilerek
hiicrelerin % canlilik oranlarina bakilmistir. 500, 1000 ve 1500 mJ/cm?’de hiicre
canliliginda 6nemli bir fark olmazken (Sekil 2.7), 2000 mJ/cm? enerji degerinde
hiicrelerde kontrole gére makul bir degisim gozlenmistir (Sekil 2.8).Bu nedenle UV-
A doz uygulamasi icin en uygun doz miktarmin 2000 mJ/cm? olduguna karar
verilmistir.Bunun sonucunda asagidaki dozlarda UV uygulamasi yapildi:

UV-A: 2000 mJ/cm?

UV-B: 150 mJ/cm?
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Sekil2.7. 1000 mJ/cm2dozunda UV-A uygulanan keratokonuslu 6rneklerde ikili
boyama yontemiyle elde edilen (A)apoptotik ve(B) nekrotik hiicre
goriintiileriFotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek 50pm mesafeyi gostermektedir

Sekil2.8. 2000 mJ/cm2 dozunda UV-A uygulanan 6rneklerde ikili boyama yontemiyle
elde edilen (A)apoptotik ve (B)nekrotik hiicre goriintiileri.Fotograflar Leica inverted
floresan mikroskobu ile 200X biiyiitmede ¢ekilmistir. Olgek 50pum mesafeyi
gostermektedir

UV-A ve B igmlarina maruz birakilacak olan hiicre gruplari, bir giin
oncesinden 12 kuyucuklu plakalara ekilerek kornea epitel hiicrelerinin zemine
tamamen tutunmast saglandi. Her bir kuyucuga normal epitel hiicreleri ve
keratokonuslu hiicre gruplari i¢in 7x10° hiicre ekildi. 24 saat sonra, zemine tutunan
epitel hiicreleri, “Hanks’ Balanced Salt Solution” ile yikama islemine tabi tutuldu ve
Olctim yine bu soliisyon varliginda gergeklestirildi. Kiiltiir soliisyonu i¢indeki Fenol
kirmizisinin UV bloke edici etkisi nedeni ile hiicreler UV uygulanmadan hemen 6nce

Hanks’ Balanced Salt Solution ile yikanarak bu soliisyon i¢inde tutuldu. UV
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uygulamasi sonrasi 24 saat boyunca inkiibe edilecek hiicreler, tekrar baslangic besiyeri
ortamina alind1 (Keratinocyte Serum FreeMedium GIBCO)
2.4 Antioksidan Enzim Aktivitesi

Birincil hiicre kiltlirlerinden SOD1/2/3, Glutathione Reductase (GR),
Glutathione Peroxidase (GPX), Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G6PD),
Catalase (CAT), Aldehyde Dehydrogenase (ALDH) ve Cathepsin VL2 antioksidan
enzim aktiviteleri incelenmistir. Yontemler asagida ayrintili olarak aciklanmustir;
2.4.1 Glutatyon Peroksidaz (GPX)Aktivitesi

Glutatyon peroksidaz enzimi, Hidrojen peroksit (H20:), organik ve lipit
peroksitlerini etkisizlestirmeye yarayan ve yapisinda dort Selenyum (Se) atomu
bulunduran tetramerik yapida antioksidan enzimlerdendir. Glutatyon peroksidaz
aktivitesindeki azalmanin, hidrojen peroksit birikmesine ve hiicre hasarina yol ac¢tigi
bilinmektedir. GPX aktivite tayin yonteminde, H>Ozvarliginda indirgenmis glutatyon
(GSH), GPx tarafindan okside glutatyona (GSSG) oksitlenir ve oksitlenen GSSG,
glutatyon rediiktaz enzimi araciligiyla tekrar GSH"a doniistiiriilmesi esnasinda
ortamda bulunan indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
kullanilir. Kullanilan bu NADPH miktar1 absorbanstaki azalis seklinde 340 nm dalga

boyunda izlenir.

GSH-Px
H,O:+2GSH — 2 H,O + GSSG

GSH-Px
ROOH + 2 GSH— ROH + GSSG + H:0

Keratokonuslu ve normal bireylerden alinan hiicreler 12 kuyucuklu plakalar iizerine
ekildi ve hiicrelerin plaka Tlzerine tutunabilmesi amaciyla bir giin boyunca
inkiibasyona birakilda.

Daha sonra UV ismlarima maruz birakilarak {izerinden 24 saat ge¢mesi
beklendi. Bu siire sonunda hiicreler kaldirilarak “Glutathione Peroxidase Activity
Colorimetric ~ Assay” (Biovision) ile GPx aktivitesi incelendi. Testin
gerceklestirilebilmesi i¢in Oncelikle belli derisimlerde hazirlanan NADPH standart
egrisi olusturuldu (Sekil 2.9).Kiiltiir kabindan kaldirilan hiicreler (1x10°), santrifiij
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edilerek {iizerlerine soguk “assaybuffer” ilave edildi ve siipernatanlar toplandi.
Olgiimler siipernatant {izerinden yapild1. Kit protokoliinde belirtilen reaksiyon karisimi
hazirlanarak test 6rneklerinin, glutatyon peroksidaz pozitif kontroliiniin ve reagent
kontrolii lizerine eklendi. 96 kuyucuklu plaka iizerine alinarak her 6rnek iizerine
“Cumene Hydroperoxide” eklendi ve optik dansisitenin 340 nm oldugu dalga boyunda
ilk okuma gerceklestirildi (A1). 25°C’de 5 dakika inkiibe edilen 6rnekler i¢in ikinci
okuma gerceklestirildi (A2).

Reaksiyon karigiminin hazirlanisi:

Reaction Mix: For each well, prepare 40 ul Reaction Mix:
33 yl Assay Buffer
3 pl 40 mM NADPH solution
2 pl GR solution
2 pl GSH solution

NADPH Standart Egrisi
1,2
b 4
1 v y = 0,0108x
4 R? = 0,9499
| .
E 0,8 -
© 06 »
/
0,4 - .4
* ;
0,2 )
L
0 |~
0 50 100 150
NADPH (nmol)

Sekil2.9. NADPH standart egrisinin olusturulmasi
Al ve A2 okumalarinin farki alinarak, her bir 6rnekteki NADPH miktari
hesaplandi. Bulunan NADPH miktari iizerinden 6rneklerdeki glutatyon peroksidaz

antioksidan enzim degerleri hesaplandi
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GPx aktivitesinin hesaplanabilmesi i¢in kullanilan esitlik :

GPx Activity = B X Sample dilution = nmol/min/ml = mU/mL
M2-T)xV

2.4.2 GR Aktivitesi:

Glutatyon rediiktaz, Glutatyon peroksidaz vasitasiyla hidroperoksitlerin
indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun, (GSSG) tekrar indirgenmis

glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder:

GSH-Rd
GSSG + NADPH — 2GSH + NADP

Glutatyon rediiktaz; flavin adenin diniikleotid (FAD) igerir. NADPH’tan bir
elektronun GSSG’nin disiilfid baglarina aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH
serbest radikal hasarina karsi gereklidir. Dolayisiyla enzim etkinliginin azalmasi,
hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasini azaltir. Glutatyon rediiktaz aktivitesinin
belirlenebilmesi amaciyla, yine ayni sekilde 12 kuyucuklu plakalara hazirlanan
keratokonuslu ve normal epitel hiicreleri inkiibasyona birakilmis ve UV maruziyeti
saglanmistir. Deney, “Glutathione Reductase Activity Colorimetric Assay” Kkiti
(Biovision) ile gerceklestirildi. Deneye baslamadan 6nce TNB ( Trinitro benzen)

standart egrisi hazirland1 (Sekil 2.10).

1,4

y =0,0256x
1 R? = 0,9938

0,8
0,6
Y v

0,2

OD 405 nm

0 20 40 60
n mol (TNB)

Sekil2.10. TNB standart egrisinin olusturulmasi
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Bireylerden elde edilen hiicreler (1x10°) santrifiij edilip iizerlerine soguk “assay
buffer” ilave edilerek siipernatanlar toplandi. Toplanan siipernatanlar, Glutatyonun
ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla bir 6n isleme tabi tutuldu. 100 pl kadar alinan
slipernatan tizerine %3“liikk Hidrojen peroksit ilave edildi ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra {lizerine Katalaz enzimi eklendi ve tekrar oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi. Ardindan kit protokoliinde belirtilen reaksiyon karigimi
hazirlanarak test 6rneklerininiizerine

v 40 pl Gr assay buffer

v 2 ul DTNB soliisyonu

v 2 ul NADPH-GNERATTM soliisyonu

v 6 ul GSSG soliisyonu eklendi.

96 kuyucuklu plaka iizerine alinan érneklerden, optik dansitenin 405 nm oldugu
dalga boyunda ilk okuma gergeklestirildi (A1). Daha sonra 25°C*“de 10 dakika
inkiibe edildi ve ikinci okuma gerceklestirildi (A2). Glutatyon rediiktaz aktivitesinin
hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullanildz:

GR Activity = x Sample Dilution Factor = nmolimin/ml = mU/mL

(T2=T1)X09x V

2.4.3 SOD Aktivitesi:

Bu enzim, siiperoksit anyonunun (O2-), hidrojen peroksit (H202) ve oksijene
dontisiimiinii katalize ederek bu tiir radikallerin etkisini azaltmaktadir. Oksijen
toksisitesine kars1 onemli bir defans olup katalitik aktivitesi ¢ok yliksek olan bir
enzimdir.

SOD
01"_03"_21‘1_ - H:O:+Og

SOD tayininin prensibi, nitrobluetetrazolium’un (NBT) siiperoksit {iireticisi
olan ksantinksantinoksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir.
Bu amacgla oOncelikle keratokonuslu ve normal hastalardan alinan hiicreler 12
kuyucukluplakalar tizerine ekildi. Hiicrelerin plaka iizerine tam tutunabilmesi
amaciyla bir giin boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonra UV i1ginlarina maruz

birakilarak {izerinden 24 saat gegmesi beklendi. Bu siire sonunda hiicreler kaldirilarak
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“SOD Activity Assay Kit” (Biovision) ile SOD aktivitesi incelendi.
Ornekler,¢izelge2.2’ye gore hazirlandi.

SOD aktivitesi i¢in;

— 24 saat once UV i1sinlarina maruz birakilan hiicreler, coktiiriildiikten sonra
tizerlerine0.1 M Tris/HCI, %0.5“lik Triton X-100, SmM B-ME, 0.1 mg/mL PMSF
iceren lizis ¢ozeltisi eklendi. 14000 g’de 5 dakika (+4 °C) santrifiij edildi ve ¢Sken
hiicre artig1 uzaklastirildi.

— Siipernatantlar temiz bir tiipe alinip 5 dakika kadar buzda bekletildikten sonra
370C*de 20 dakika boyunca inkiibe edildi (Calisma soliisyonlar1 hazirlanip 6rnek

gruplar igerisine konulacak miktarlar belirledi).

Cizelge2.2. Blankl, blank2, blank3 ve 6rneklerin hazirlanmasinda kullanilacak

soliisyon

Sample Solution

ddH:0

WST Working Solution
Enzyme Working Solution
Dilution Buffer

2.4.4 G6PD Aktivitesi:

Glukoz-6 fosfat dehidrojenaz aktivitesinin belirlenebilmesi amaciyla kontrol

ve keratokonus grubu hiicreleri bir giin 6nceden uv muamelesine maruz birakildi ve

1
0,9 [ y = 0,0746x
0,8 R?=0,9564
0,7 y -

0,6 n

0,5

0D 450

0,4 )

0,3

0,2 /

0,1

O IV T T 1

0 5 10 15
NADH Standard (nmol)
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24 saat sonunda hiicreler plate’lerden kaldirilarak soguk pbs ile santrifiij edildi. Ve
slipernatantlar toplanarak 1-50 pl arast 6rnek hacminde 96 well plate’e konuldu
tizerleri 50 pl assay buffer ile tamamlandi. NADH standart egrisinin olusturulabilmesi
amaciyla 4, 6, 8, ve 10 ul hacimlerinde 1.25 mM NADH standardindan alinarak 0, 2.5,
5.0, 7.5, 10.0, ve 12.5 nmol/well derisimleri olusturulmus ve son hacim 50 pl olacak
sekilde Assay Buffer ile tamamlanmistir (Sekil 2.11). Reaksiyon karigiminin
olusturulabilmesi amaciyla her kuyucuga 46 ul G6PDH Assay Buffer, 2 ul G6PDH
Substrat ve G6PDH Developer karisimi ayarlanip 50°ser ul eklenmistir. Absorbans

okumasi 450 nm’de gergeklestirilmistir.

2.4.5 CAT Aktivitesi

BioVision firmasinin (Milpitas, CA) “Catalase Activity
Colorimetric/Fluorometric Assay Kit” {iriinii ile Catalase enziminin aktivitesi
Olciilmiistiir. Deneysel yontem olarak, kitin kendi prosediirii uygulanmistir.

Keratokonuslu ve normal bireylerden alinan hiicreler uv 1simlarina maruz
birakildiktan sonra tripsin ile kaldirilarak santrifiije tabi tutulmustur. Hiicre pelletleri

lizerine soguk assay buffer konularak 10.000 g +4°C’de tekrar santrifiij edilerek

Sekil2.11. NADH Standart Egrisinin Olusturulmasi

slipernatantlar toplanmistir.

H20: standart egrisinin olusturulabilmesi (Sekil 2.12) amaciyla 0.88 Molar
H202, dH20 ile dilue edilerek 20mM H20: olusturulmustur. Daha sonra bu ¢6zelti
1ImM H20z olacak sekilde seyreltilmistir. Ve bu ¢ozeltiden 0, 2, 4, 6, 8, 10 nmol olacak
sekilde 96 well kuyucuklarina konulmus assay buffer ile tamamlanmistir. Daha sonra
tizerlerine 10 pL stop soliisyonu ilave edilmistir.

Reaksiyon karigiminin hazirlanabilmesi amaciyla her bir kuyucuga 6 pul Assay
Buffer,2 pul OxiRed ve 2 pul HRP olacak sekilde ayarlanarak kuyucuklara 50’°ser pl
eklenmistir. Sonrasinda oda sicakliginda 25°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Ve 570

nm’de absorbans 6l¢limleri alinmistir.

35



0,9

0,8 b4

0,7 y= 0,0829x
06 /{ R?=0,9864
0,5 /

0,4

0,3 ’d

0,2 <

0,1

O 1 T T 1
0 5 10 15

H,0, (nmol)

0D 570

Sekil2.12. H202 Standart Egrisinin Olusturulmasi

2.4.6 ALDH Aktivitesi

BioVision firmasinin (Milpitas, CA) “Aldehyde Dehydrogenase Activity
Colorimetric Assay Kit” iiriinii ile dl¢iilmiistiir. Deneysel yontem olarak, kitin kendi
prosediirii uygulanmistir.

Keratokonuslu ve normal bireylerden alinan hiicreler kaldirilarak Aldehyde
Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay (Biovision) ile ALDH aktivitesi
incelendi. Bu amagla oOncelikli olarak NADH Standart egrisi olusturulmustur.
Kaldirilan hiicreler santrifiij edilerek dipte olusan pellet iizerine MDA lizis buffer ilave
edilmistir. Daha sonra yeniden santrifiije alinarak pellet uzaklastirilmis ve stipernatant
temiz bir tiipe alinmistir. Daha sonra 50 ul’lik reaksiyon karigiminin olusturulabilmesi
amaciyla, her 6rnek basina 43 ul ALDH Assay Buffer, 48 ul ALDH Substrate Mix ve
5ul Acetaldehyde karisimi hazirlanmigtir. Her 6rnek kuyucuklarina, standartlara ve
kontrol grubuna 50’ser ul reaksiyon karisimindan konulmustur. Olgiimler 450 nm’de

ELISA okuyucuda o6l¢iilmiistiir.
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Sekil 2.13. NADH Standart Egrisinin Olusturulmast

2.5 Gercek Zamanh PCR ile Antioksidan Enzimlerin mRNA ifade Miktarindaki
Degisimlerin Belirlenmesi

Gergcek zamanli PCR yontemi olarak SYBR Green yontemi kullanilmaistir.
SYBR Green yontemi igin kit olarak Roche veya Takara markalarinin ilgili Kitleri
tercih edilecektir.

Gergek zamanli PCR 6ncesi RNA izolasyonu i¢in Qiagen veya Invitrogen
markalarinin RNeasy Plus Mini Kit veya Trizol kitleri kullanilacaktir. cDNA sentezi
icin ise Roche markasinin ilgili kitinin yontemi kullanilacaktir. RNA ile ¢alisilirken
tiim islemler RNaz’dan arindirilmis ortamda yapilacaktir. Kontroller ve karsilagtirma
B-Actin ifade diizeyine bakilarak yapilacaktir. Gergek zamanli PCR deneylerinin
verileri (AACt ) yontemi ile analiz edilecektir.

Kullanilacak primerler asagidaki ¢izelgede verilmistir. Oksidatif stres
isleyisinde Onemli gorevleri bulunan genlerin ifade miktar1 incelenmesi icin
secilmiglerdir ve bazi primerlerin verimli ¢alismamasindan dolay: alternatif primerler
olusturulmustur. Primerlerin se¢imi i¢in veritabanlarindan giivenilir kaynak makalesi
bulunanlar ve kornea dokusunda incelenmis olanlar tercih edilmistir.

Tablo2.3. Gergek zamanli PCR deneylerinde kullanilan primerler
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Gen Forward Primer Reverse primer m Kaynak
GPX1 F:TTCCCGTGCAACCAGTTTG R:TTCACCTCGCACTTCTCGAA
0°C [31]
GPX1 F:CAGTCGGTGTATGCCTTCTCG | R:GAGGGACGCCACATTCTCG
2,5°C | [32]
GR F:GATCCTGTCAGCCCTGGGTTC | R:iICGTCTACGATGATATGACCCTT
TAAGA GTCATC 4°C [11]
F:AGCTGAATCAGAAGAGTGAT
GR R:TCAATACTCGACCGCTGTAGG
GGC 1,5°C | [32]
oD F:AGTGCAGGGCATCATCAATTT | R:GATGCAATGGTCTCCTGAGAG
CGAGCAG TGAGATC 0°C [2]
son} F:AGTGCAGGGCATCATCAATTT | R:GATGCAATGGTCTCCTGAGAG
CGAGCAG TGAGATC 6°C [11]
R:CTACAGGTACTTTAAAGCAAC
SOD1 F:AGGCCCCTTAACTCATCT
TCT 5°C | [31]
F:GGTGGGCCAAAGGATGAAGA
SOD1 R: CCACAAGCCAAACGACTTCC
G 2°C 32]
ALDH3A1l | F:-GCATGAGCCCATTGGTGTCT R:CGCAGGCTTCAGGACCAT 0°C 31]
ALDH3A1l | F-TTCATGAACAGTGGCCAG R:CTTGTCGTTGCTGGAGAA 6oC 1]
ALDH3Al | F-TGTTCTCCAGCAACGACAAGG | R: AGGGCAGAGAGTGCAAGGT
2,7°C | 32]
ACTB F:CCATCATGAAGTGTGACGTGG | R: GTCCGCCTAGAAGCATTTGCG 0°C 31]
ACTB F:AAAGACCTGTACGCCAACAC | R: GTCATACTCCTGCTTGCTGAT oc 31]
7
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2.6 Enzim Olmayan Antioksidan Molekiiller
Birincil hiicre kiiltiirlerinden, enzim olmayip dogrudan UV 1sinlarini soguran
ve indirgeyici Glutathione (GSH), NADPH, Urik asit ve Ferritin molekiillerinin

miktar incelenecektir.

2.6.1 Glutatyon (GSH) Miktar:

BioVision firmasinin (Milpitas, CA) “Glutathione Colorimetric Assay Kit”
trlini ile ol¢ilmiistiir.

Glutatyon seviyesinin belirlenebilmesi amaciyla kontrol ve keratokonus
hiicreleri bir giin 6nceden uv 1s1nlarina maruz birakilmis ve iizerinden 24 saat gecmesi
beklenmistir. Bu siire sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilmistir. Tlk yapilan santrifiijde
hiicreler soguk pbs ile yikanip 700xg 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Stipernatant uzaklastirllmis ve hiicre pelletleri yeniden soguk pbs ile resiispanse
edilmistir. 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak yeniden 700xg 5 dakikada
santrifiij edilmis ve yine slipernatant uzaklastirilmistir. Hiicrelerin lizise ugratilmasi
icin 80 pl soguk Glutathione Buffer ilave edilmis ve 10 dakika da buzda inkiibe
edilmistir. Uzerlerine 20 ul of 5% SSA ( Siilfosalisilik asit) mix konularak8000 x g’de
10 dakika santrifiij edilmigstir. Siipernatantlar temiz bir tiipe alinarak glutatyon analizi
i¢cin kullanilmistir. Reaksiyon karisiminin olusturulabilmesi amaciyla 20 ul NADPH
Generating Mix 20 pl Glutathione Reductase ve 120 pl Glutathione Reaction Buffer
karistmindan her kuyucuga 160 pl olacak sekilde paylastirilmistir ve  NADH
doniistimii i¢in oda sicaklifinda 10 dakika inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra

absorbans okumasi i¢in 405 nm’de dlglimler alinarak grafige aktarilmistir.
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Sekil 2.14Glutatyon Standart Egrisinin Olusturulmasi

2.6.2 NADPH Miktar

BioVision firmasinin (Milpitas, CA) “NADP/NADPH Quantitation
Colorimetric Kit” iirlinii ile NADP/NADPH miktart dl¢iilmiistiir. Deneysel yontem
olarak, kitin kendi prosediirii uygulanmustir.

NAD/NADH konsantrasyonunun belirlenebilmesi amaciyla kontrol ve
keratokonus grubu hiicreleri bir giin 6nceden uv 1s1nlarina maruz birakilmis ve 24 saat
inkiibe edilmistir. Bu silirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilarak deney i¢in hazir
hale getirilmistir. Daha sonra hiicreler soguk pbs ile yikama islemine tabi tutulmustur.
2000 rpm 5 dakika santrifiij edildikten sonra pellet tizerine 400 pul of NADH/NAD
Extraction Buffer ile iki defa olmak kosuluyla kuru buz iizerinde 20’ser dakika
bekletilmis ve ardindan 10’ar dakika oda sicakliginda tutulmustur. 10 saniye siireyle
vortekslenip 14000 rpm 5 dakikada santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatant temiz
bir tlipe alinmistir.

Standart egrisinin olusturulabilmesi amaciyla (Sekil 2.14) 1 nmol/ul NADH
standardindan 10 pl almip tizerine 990 ul NADH/NAD Extraction Buffer ilave
edilerek 10 pmol/ul standard NADH olusturulmustur. 96 well plate’in kuyucuklarina
bu dilue edilmis NADH standardindan 0, 2, 4, 6, 8, 10 pl hazirlanarak 50 pl
NADH/NAD Extraction Buffer ile tamamlanmig ve 0, 20, 40, 60, 80, 100 pmol/well
standardlari elde edilmistir. Ornek kuyucuklarina 1-50 pl aras1 &rnek yiiklenerek son

hacim Extraction Buffer ile 50 puL’ye tamamlanmustir.
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Reaksiyon karisimin hazirlanabilmesi i¢in, her bir standart ve 6rnek sayisi igin
NAD Cycling Buffer’dan 98 pl ve NAD Cycling Enzyme karisimindan 2 pl ilave
edilerek hazirlanmis ve kuyucuklara eklenmistir. Daha sonra NAD’in NADH’ye
doniisiimii i¢in oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Ardindan her bir kuyucuga 10
ul NADH developer ilave edilerek 1-4 saat araliginda oda sicakliginda tutulmustur.

Ve bu siire sonunda plate ELISA okuyucuda 450 nm’de absorbans degerleri alinmistir.
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Sekil2.15. NADH Standart Egrisinin Olusturulmasi
2.6.3 Urik Asit Miktart

BioVision firmasinin (Milpitas, CA) “Uric Acid Colorimetric/Fluorometric
Assay Kit” iiriinii ile Urik asitin miktar1 dlgiilmiistiir. Deneysel yontem olarak, kitin
kendi prosediirii uygulanmistsir.

Urik asit miktarmn belirlenebilmesi amaciyla kontrol ve keratokonus grubu
hiicrelerine UV uygulamasi yapildiktan sonra tripsin ile kaldirilmis ve hiicreler soguk
PBS ile yikanmigtir. Daha sonra iizerine 100 pl iirik asit assay buffer eklenip pipetaj
yapilarak en yiiksek hizda +4 derecede 2 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan temiz
tiipe alinarak her bir kuyucuga (96 well plate) 50 ul olacak sekilde 6rnek konmustur.
Urik asit standardimin belirlenebilmesi amaciyla her kuyucuga 0, 4, 8, 12, 16, 20 ul
hacimlerinde iirik asit standardindan konularak tizerleri 50 pl iirik asit assay buffer ile
tamamlanmis ve 0, 8, 16, 24, 32, 40 nmol/well standartlar1 olusturulmustur
(Sekil2.16). Reaksiyon karigiminin hazirlanabilmesi amaciyla her 6rnek ve standarda
46 pl trik asit Assay Buffer, 2 ul iirik asit Probe ve 2 ul iirik asit Enzyme Mix
karistirtlip tiim kuyucuklara 50 pl olacak sekilde paylastirildiktan sonra yarim saat
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boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 570 nm’de kolorimetrik

Olciim yapilarak absorbans degerleri alinarak grafige dokiilmiistiir.

2.6.4 Ferritin Miktart
MyBioSource firmasmin (San Diego, CA) “Human L-ferritin ELISA Kit”

tirtinii ile Ferritin miktar1 dl¢tilmistiir. Deneysel yontem olarak, kitin kendi prosediirii

uygulanmustir.
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Sekil2.16.0rik Asit Standart Egrisinin Olusturulmasi

Ferritin konsantrasyonunun belirlenebilmesi amaciyla kontrol ve keratokonus
grubu hiicreleri bir glin 6nceden uv 1sinlarina maruz birakilmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Bu siirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilarak deney i¢in hazir hale
getirilmistir. Deneyin oncesinde kullanilacak tiim kimyasallar oda sicakligina
getirilmis ve yavasca karistirilmistir. Ferritin standardi, kontrol ve drneklerden 25’er
pl istenen kuyucuklara pipetlenmistir. Sonrasinda da tiim kuyucuklara inkiibasyon
buffer’indan 100°er ul konmustur. Ve 20-30 saniye hafifce karistirilmistir. Plate’in
kapag kapatilarak 30 dakikaligina oda sicakliginda inkiibasyona birakilmigstir. Bu siire
sonunda tiim kuyucuklardan sivi uzaklastirilarak wash buffer ile 3 kez yikama
yapilmistir. Ve kagit havlu iizerinde sivi emdirilerek kurutulmustur. Enzim
konjugatindan 100°er pl eklenmistir. 20-30 saniye kadar hafifce karistirildiktan sonra

kapag1 kapatilip oda sicakliginda yarim saat kadar karistirilip inkiibe edilmistir. Siire
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sonunda kuyucuklar i¢erisindeki sivi bosaltilarak 3 kez yikama yapilmistir (1X Wash
Buffer).

Ve yine kagit havlu ile kurutularak sivi emdirilmistir.Uzerine TMB
standardindan 100 plkonularak oda sicaklifinda 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra tim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonundan ilave edilmistir. Plate hafifce
karigtirildiktan sonra 15 dakika igerisinde ELISA okuyucuda absorbans ol¢iimleri
yapilmistir (450 nm).
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Sekil 2.17. Ferritine Ait Standart Egrisinin Olusturulmast
2.6.5 Askorbik Asit Miktar

BioVision firmasinin (Milpitas, CA) “Ascorbic Acid Colorimetric Assay Kit 11
(FRASC)” iirliniiile C-vitamini miktar1 ol¢lilmiistiir. Deneysel yontem olarak, kitin
kendi prosediirii uygulanmistir.

Askorbik asit miktarinin belirlenebilmesi amaciyla kontrol ve karatokonus
hiicreleri tripsin ile kaldirildiktan sonra soguk PBS ile yikanip santrifiij edildikten
sonra iizerlerine 100 pl ultra saf su eklenip pipetaj yapildi. En yliksek hizda +4
derecede 2-5 dakika santrifiij edildi. Stipertanat temiz tiipe alindi. Her bir 6rnekten
kuyucuklara 50°ser pl alinarak 120 pl Askorbik asit assay buffer ile tamamlanmistir.
Reaksiyon karigiminin haziranabilmesi i¢in her grup hiicre i¢in 80 ul FRASC Buffer,
10 pl Ascorbic Acid Probe ve 10 pl FeCls karisimi hazirlandi ve her kuyucuga 100 pl
olacak sekilde eklendi. Absorbans Olclimleri 545 nm’de Olgiilerek grafikte

gosterilmistir.
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Sekil 2.18. Askorbik Asit Standart Egrisinin Olusturulmasi

2.7 ROS Tiirevleri

Birincil hiicre kiiltiirlerinden, ROS miktarim1 gdsteren ve azaltilmasini
saglayan molekiiller incelenmistir.
2.7.1 Toplam Antioksidan Kapasite

BioVision firmasinin (Milpitas, CA) “Total Antioxidant Capacity (TAC)
Colorimetric Assay Kit” iiriinii ile Cu+2 molekiiliiniin miktar1 dl¢tilmiistiir. Deneysel
yontem olarak, kitin kendi prosediirii uygulanmistir. Bu kit ile Ornekteki tiim
antioksidan protein ve molekiillerin toplam aktivitesi 6l¢iilebilmektedir.

Keratokonuslu ve normal bireylerden alinan hiicreler UV 1sinlarina maruz
birakilarak tizerinden 24 saat gecmesi beklendi. Bu siire sonunda hiicreler tripsin
muamelesi ile kaldirilarak santrifiij edildi ve hiicreler 6nce soguk PBS ile daha sonra
da ultrasaf su ile yikanarak resiispanse edildi. Buz iizerinde 10 dakika inkiibasyona
birakildi ve 5 dakika maksimum hizda soguk santrifiij uygulanmistir. Coziilmeyen
materyaller uzaklastirilmis siipernatantlar ise temiz bir tiibe alinmastir.

Standart egrisinin olusturulabilmesi amaciyla belli derisimlerde (0, 4, 8, 12, 16,
20 nmol) trolox standardindan eklenmis ve trolox standart egrisi olusturulmustur
(Sekil2.19). Temiz tiipe aktarilan siipernatant 6rneklerinden her kuyucuga 200 pl
olacak sekilde 6rnek konmustur. Tiim standart ve 6rnek kuyucuklarinin iizerlerine

Cu?" calisma soliisyonu eklenmistir. Plate’in kapag1 kapatilarak oda sicakliginda 1.5
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saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda 570 nm’de absorbans

Ol¢timleri yapilmaistir.
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Sekil 2.19. Trolox Standart Egrisinin Olusturulmast
2.7.2 Hidrojen Peroksit Miktari

BioVision firmasimin (Milpitas, CA) “Hydrogen Peroxide Assay Kit” iiriinii ile
Olciilmiistiir. Deneysel yontem olarak, kitin kendi prosediirii uygulanmistir. Bu kit ile
ornekteki hidrojen peroksit miktar1 Horse Radish Peroxidase enzimi ile parcalanmasi
miktarina gore ol¢iilebilmektedir.

Hidrojen peroksit konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi amaciyla kontrol ve
keratokonus grubu hiicreleri bir giin 6nceden uv 1s1nlarina maruz birakilmis ve 24 saat
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilarak deney icin hazir
hale getirilmistir. Daha sonra hiicreler soguk pbs ile yikama isleminden gecirilerek
assay buffer ile yeniden siispanse edilmis ve buz iizerinde bekletilmistir. Bu islem
sonrasinda hiicreler santrifiij edilerek (1000g, 30 dakika) pellet uzaklastirilms,
siipernatant ise temiz tiiplere alinmistir.

Hidrojen peroksit standart egrisinin olusturulabilmesi 6ncelikleH20:
standardindan (0.88 M) 10 pul alinarak igerisine 870 pl dH20 ilave edilmis ve 10 mM
H20: standardi elde edilmistir. Daha sonra bu 10 pl of the 10 mM H20: standardindan
10 pl almarak 990 ul dH20 ile tamamlanmistir ve 0.1 mM H20 standardi
olusturulmustur.

Daha sonra kuyucuklara 0.1 mM H20O; standardindan 0, 10, 20, 30, 40, 50’ser
ul konularak 0, 1, 2, 3, 4, 5 nmol/well H,O> standardi elde edilmistir (Sekil 2.20).

45



Bu asamadan sonra ornek hazirlanmaya gecilmistir. 96 well plate’inher
kuyucuguna her grup 6rnekten 2 — 50 pLL olmak iizere 6rnekten alinip tizeri 50 uL/well
Assay Buffer ile tamamlanmistir. Hazirlanan 6rnekler ve standart kuyucuklarinin
lizerine reaksiyon karisimindan 50°ser pL ilave edilmistir. Reaksiyon karisiminin
hazirlanmasi i¢in, her 6rnek sayist igin 46 pl Assay Buffer, 2 pl OxiRed™ Probe
solution, 2 ul HRP solution hazirlanarak ilave edilmistir. lyice karistirihp oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda Elisa plate okuyucuda 570

nm’de O6rneklerin absorbans degerleri kaydedilmis ve grafige aktarilmistir.
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Sekil 2.20. H20, Standart Egrisinin Olusturulmasi
2.8 NOS ve NO

Nitrik oksit sentaz aktivitesinin belirlenebilmesi amaciyla kontrol ve
keratokonus grubu hiicreleri bir giin 6nceden uv 1s1nlarina maruz birakilmis ve 24 saat
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilarak deney icin hazir
hale getirilmistir. Hiicre pelletleri iizerine ilave edilen soguk NOS Assay Buffer ile
hiicreler lizise ugratilmistir. Nitrit Standardinin belirlenebilmesi amaciyla 10 mM’lik
Nitrite Standardindan 5 ul alinarak 995 pl Assay Buffer ile tamamlanmis ve 50 uM’Iik
calisma soliisyonu elde edilmistir. Iyice karitirllarak 0, 5, 10, 15, 20, and 25 pl
hacimlerinde 96-well plate’e aktarilarak 0, 250, 500, 750, 1000, ve 1250 pmol/well
Nitrit Standardi olusturulmustur (Sekil 2.21). Reaksiyon karigiminin olusturulabilmesi
amaciyla her bir kuyucuk icin diluted NOS Cofactorl (15 pul),
NOS Cofactor 2 (20 ul), NOS Substrate (5 pl) ve Nitrate Reductase (5 pl) karigimi

hazirlanmistir. Her 6rnek ve standart igin 45°er ul reaksiyon karigimi ilave edilmis ve
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37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tiim standart ve 6rneklere 90 ul
NOS Assay Buffer ilave edilmistir. Daha sonrasinda ise sirastyla 50 pl Griess Reagent
1 ve 50 ul Griess Reagent 2 c¢ozeltilerinden konulmustur. Absorbans 6l¢timleri 540

nm’de okutularak grafige dokiilmiistiir.
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Sekil 2.21. Nitrit Standart Egrisinin Olusturulmasi
2.9 Oksidasyon Son Uriinleri
Birincil hiicre kiiltiirlerinden lipid peroksidasyonu ve protein nitrasyonu son

tiriinleri olan MDA ve Nitrotirozin (NT) miktarlart incelenmistir.

2.9.1 MDA Miktart (Lipid Peroksidasyonu)

MDA miktar1 BioVision firmasinin (Milpitas, CA) “Lipid Peroxidation
(MDA) Colorimetric/Fluorometric Assay Kit” iirlinii ile 6l¢iilmiistiir. Deneysel
yontem olarak, kitin kendi prosediirii uygulanmistir.

Lipid Peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan Malondialdehit (MDA)
seviyesinin belirlenebilmesi amaciyla Kontrol ve Keratokonus grubu hiicreleri
kaldirildiktan sonra soguk PBS ile yikama islemine tabi tutuldu. Her bir 6rnek i¢in
300ul MDA lizis buffer ve 3 pul BTH (100x) hazirlandi. Hazirlanan lizis bufferden
(Buffer+BHT) 303 pl homojenize edilerek hiicrelerin tlizerine eklendi.13000xg
+4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Toplanan siipernatant temiz bir ependorfa alindi.
MDA Standardi olusturuldu (Sekil 2.22) ve 530 nm’de absorbans degerleri okunarak

cikan sonugclar grafige aktarildi.
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2.9.2 Nitrotirozin Miktari
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Alpco firmasinin (Salem, NH) “Nitrotyrosine ELISA” iiriinii ile Nitrotirozin
Sekil 2.22.MDA Standart Egrisinin Olusturulmasi

miktar1 6l¢lilmistiir. Deneysel yontem olarak, kitin kendi prosediirii uygulanmastir.
Nitrotirozin konsantrasyonunun belirlenebilmesi amaciyla kontrol ve
keratokonus grubu hiicreleri bir giin 6nceden uv 1s1nlarina maruz birakilmis ve 24 saat
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilarak deney icin hazir
hale getirilmistir. Daha sonra kit i¢erisindeki kimyasallar oda sicakligina getirilmistir.
Tim ornekler ve standartlar kit protokoliine uygun sekilde hazirlanmistir. Kalibrasyon
i¢in standart egrisi olusturulmustur (Sekil2.23). Her bir kuyucuk igerisine drneklerden
50 pL konularak oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda vasat atilarak
2 kez yikama yapilmistir. Her bir kuyucuga 50 pL ‘detector antibody’ ilave edilerek
oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Yeniden aspire edilmis ve
2 kez yikama yapilmistir. Uzerine 50 pL ‘HRP label’ katilarak etiketleme yapilmistir.
Ve yine oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Yeniden aspire edilerek 3 yikama
yapilmistir. Kuyucuklarin tizerlerine 100 pL ‘TMB Development Solution’ ilave
edilmistir. Ve 15 dakika igerisinde 600 nm’de renk gelisimi kaydedilmistir.
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Sekil 2.23. 3-NT Standart Egrisinin Olusturulmasi
2.10 DNA Tamiri ve Kiriklar:

Birincil hiicre kiiltiirlerinden, UV sogurma ve ROS indirgenimi isleyislerinde
bir sorun olmas1 durumunda genomik DNA ya olan etkinin anlagilmasi i¢in genomik
DNA’da olusan hasar incelenecektir. Niikleotidlerin oksitlenmesi, deamine olmas1 ve
alkillenmesi sonrasi tamir mekanizmasi ile apurinik ve apirimidinik bolgeler olusur.
Tahminlere gore bu sekilde bir giinde 200.000 bolge olusur ve bu bolgelerin miktari
DNA hasar ile tamiri miktarinin 6l¢iilmesini saglar. Bu deneyde kullanilan yontem
Aldehyde Reactive Probe ile apurinik ve apirrimidinik bdlgelerdeki aldehid gruplari
tepkimeye girer ve biotin ile igaretlenir. Sonrasinda avidin isaretli ELISA yontemi
kullanilarak 6l¢iim yapilir.

(Calismada BioVision firmasinin ‘DNA Damage Quantification Colorimetric
Kit” {irtinii 1le DNA’daki apurinik ve apirimidinik bdlgeler dl¢iilmiistiir. Deneysel
yontem olarak, kitin kendi prosediirii uygulanmistir. Bu amagla kontrol ve keratokonus
grubu hiicreleri bir giin 6nceden uv 1gmlarina maruz birakilmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Bu siirenin sonunda hiicreler tripsin ile kaldirilarak deney i¢in hazir hale
getirilmistir. DNA hasarinin belirlenebilmesi i¢in 6ncelikle genomik DNA izolasyonu
yapilmistir. Izole edilen DNA spektrofotometrede okunarak konsantrasyonu
belirlenmigtir. Elde edilen Genomik DNA, konsantrasyonu 0.1 pg/ul olacak sekilde
TE Buffer igerisinde ¢oziiliir. Daha sonra ARP etiketleme asamasina gegilir. Bu
amagla saflastirilmis DNA soliisyonunundan 5 pl alinip ARP soliisyonundan da ayni1

hacimde karistirilarak, DNA AP boélgelerinin etiketlenmesi amaciyla 1 saatligine
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37°C’de inkiibe edilir.Daha sonra reaksiyon soliisyonunun iizerine 88 pul TE ve 2 pl
Glycogen eklenerek iyice karigtirilir. Ve bu karisima 0.3 ml saf etanol eklenerek —
20°C’de 10 dakika bekletilir. Sonrasinda etiketlenmis DNA’nin AP-bdlgelerini
presipite etmek amaciyla 10 dakikaligina en yliksek hizda santrifiij edilir. Pellet 0,5 ml
%70’1ik etanol ile 3 kez yikanir. Etanol kalintilarin1 gidermek amaciyla hizli spinleme
yapilir. Pellet 5 dakikaligina havada kurutulur. Biotin ile etiketlenmis genomik DNA
pelleti elde edilmis olur.

Daha sonra DNA’daki ‘‘abasic-sites’’larinin sayisinin belirlenmesi asamasina gegilir.

Bu amacgla 40 ARP-DNA Standardi (40 ARP sites per 105 bp) ile 0 ARP-DNA

20
18 *
— 16
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c 14 /
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D12 ® y =2,5257x + 3,1267
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§ *
o 8
T 6
8 4
< *
2
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Number of AP sites per 1x10° bp

Standards; 0, 8, 16, 24, 32, 40 ARP-DNA soliisyonlarinin her birinden 200 pl olacak
sekilde dilue edilir (tabloda gosterilmistir).

ARP Number 0 8 16 24 32 40
40 ARP-DNA Standard (pl) 0 40 80 120 160 200
0 ARP-DNA Standard (ul) 200 | 160 120 80 40 0

Sekil2.24. DNA lezyonlarinin belirlenebilmesi amaciyla aptirinik/aprimidinik (AP)
bolgelerinin sayisinin gosterilmesiyle hazirlanmig standart egrisi

Biotin ile etiketlenmis DNA 6rnekleri 1 ml TE buffer igerisinde ¢oziiliir (0.5
png/ml). Her kuyucuga ARP-etiketlenmis DNA oOrneklerinden ve ARP-DNA
standartlarinin her birinden 60 pl eklenir. Plate yiizeyinde etiketlenmis DNA’nin
baglanmasina izin vermek i¢in standartlara ve Orneklere 100 pul‘DNA Binding
Solution’eklenerek oda sicakliginda bir gece boyunca bekletilir. Kuyucuklar kapali

tutulur. Bu siire sonunda kuyucuklardaki DNA baglama soliisyonu uzaklastirilir ve

50



250 ul Wash Buffer ile 5 kez yikanir. Uzerine dilue edilmis HRP-Streptavidin
soliisyonundan 100 pl konularak oda sicakliginda 1 saat boyunca calkalanir.
Kuyucuklardaki soliisyon uzaklastirilarak yine 250 pul Wash Buffer ile 5 kez yikama
yapilir. Uzerlerine 100 ul HRP Developer katilarak 37°C’de 1 saat boyunca inkiibe

edilir. Ve 650 nm’de absorbans 6l¢iimleri yapilir.

2.11 UV Gegirgenlik Ol¢iimii

Korneal epitel hiicrelerinin UV gecirgenliklerini test etmek ve UV maruziyeti
sonrast UV gecirgenligindeki degisikliklerin incelenmesi amaglanmistir. hiicrelerin
UV gecirgenligini 6lgmek i¢in kontrol ve keratokonus grubu hiicreleri bir giin dnceden
UV isimlarina (UV-A ve UV-B) maruz birakilmis ve 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler
kiiltiir ortamindan kaldirilarak 1 ml de 100.000 hiicre olacak sekilde siispansiyon
haline getirildi. 6 farkli grupta (keratokonus UV-A, keratokonus UV-B, keratokonus
UV-YOK, kontrol UV-A, kontrol UV-B, kontrol UV-yok) korneal epitel hiicrelerinin
UV gecirgenliginin test edilmesi amaciyla ELISA okuyucu (Biotek, Powerwave XS2)
kullanilarak hiicrelere 300-700 nm skalasinda dalgaboyu taramasi yapildu.
2.12Gercek Zamanh PCR
Ornekler, deney asamasina kadar -20° C’de muhafaza edildmistir.
izolasyon;
Orneklere 400 pl lysis/binding buffer eklenmistir.15 saniye vortexlenmistir. Karisim
filtre-koleksiyon tiipiiniin {ist kismina konulmustur. Maximum 700 pl olacak sekilde
konulmustur. 15 saniye 8.000 xg de santrifiijyapilmistir. Alt rezervuara ¢oken sivi
dokiiliip, Filtre tekrar tiipe konulmustur.Her bir 6rnek i¢in; 90ul DNAse incubation
buffer, 10pl Dnase I karistirilip, Rezarvuarin iist kismma her bir 6rnege 100ul
konulmustur. 15 dakika inkiibasyona birakilmistir (+15°-+25°).500 ul yikama
sollisyonu [ iist rezervuara eklendi. 8000 xg de 15 saniye santrifiij yapilmistir. Alt
rezervuara ¢Oken sivi dokiliip, Koleksiyon tiipi tekrar filtre tiipliniin altina
konulmustur.500 pl yikama soliisyonu II iist rezervuara eklenmistir. 8000 xg de
15saniye santrifiij yapilmistir. Alt rezevuara ¢oken sivi dokiiliip, Koleksiyon tiipii
tekrar filtre tiipiliniin altina konulmustur. 200 pl yikama soliisyonu II {ist rezervuara
eklenmistir. 2 dakika maksimum hizda santrifiij yapilmistir. Alt rezervuara ¢oken sivi
dokiiliip, Koleksiyon tiipii tekrar filtre tiipliniin altina konuldu ve.max hizda (13000

xg) 2 dakika bos santrifiij yapilmistir.Yikama soliisyonunun tamamen uzaklastirilmasi
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saglanmistir. Filtre tiipli 1.5 ml’lik ependorflara konulmustur.50-100 pl elution
sollisyonu (6rnege gore kitin icinde degisir.) iist rezervuara eklenmistir. 8000 xg de 1
dak. santrifiij yapilmustir. Filtre tiipli atilmistir. C6ken kisim RNAnin oldugu kisimdir.
Ependorf cDNAya cevirene kadar -20 °C’ye konulmustur.(Hemen calisilacak ise +4
°C de bekletilinebilir.).cDNA sentezi;DNA 0&rnekleri izolasyondan sonra gercek
zamanli pcra konulurken RNA ¢cDNA c¢evrilir. Cevrilme islemi, Qubit cihazinda RNA
miktarina bakildiktan sonra, kit protokoliine uygun olarak yapilmistir.

Ornek basina;

Kitin igindeki iki farkli primer 1 pl olarak konulmustur. Primerler ayri ayri
kullanilabilecegi gibi ikisi bir arada da kullanilabilinir. Spesifik primerler kullanilmak
istenildiginde yine 1pul konulmustur.

Total RNA miktar1 gercek zamanli pcra konulurken her bir 6rnek i¢in 50-100 ng
mRNA diisecek sekilde hesaplanir ve ¢cDNAya ¢evrilirken degisken olarak RNA
maksimum 11pl olacak sekilde konuldmustur. Daha diisiik miktarlar kitin i¢inden
cikan su ile toplami 13ul olacak sekilde tamamlanmistir.Olusan 13 ul’lik karisim
opsiyonel olarak;65 °C 10 dakika PCR’a konulmustur.

Cikan orneklerin iistiine, her bir 6rnek icin;

Kimyasallar Vol. Son
konsantrasyon

Transcriptor Reverse Transcriptase | 4ul Ix (8 mM

Reaction buffer MgCl>

Deoxynucleotide mix 2ul 1 mM (her
biri)

Protector RNAse Inhibitor 0.5ul 20U

Transcriptor Reverse Transcriptase | 0.5ul 10U

Toplamda her bir 6rnek i¢in 7 pl olacak sekilde karisim hazirlanir, vorteks yapilmadan
iyice pipetaj yapilmistir. PCR’dan ¢ikan 6rneklerin {izerine 7 pl konulmustur. Ornek
toplamda 20 pl’lik bir karisim halinde PCR cihazina tekrar konulmustur;

Anchored-oligo(dt) primer veya spesifik primer icin hedef mRNA uzunluguna

gore;
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4 kb 30 dakika 55°C
>4 kb 60 dakika 50°C
Random primer i¢in,

4 kb 10 dakika 25°C

30 dakika 55°C
>4 kb 10 dakika 25° C
60 dakika 50°C

Devaminda; 5 dakika 85° bekletilmistir. Cikan cDNA’lar buz listiine alinmistir veya -
20 9C’de saklanmustr.

Gen ekspresyonu ¢alismalarinda Hydrolysis Probes Master veya SYBR Green master
kullanilir.

Hydrolysis probes master PCR’ Mix’in hazirlanmasi:

PCR mix hazirlanirken her bir 6rnek i¢in su (4ul), LightCycler 480 Probes Master
(10ul), Real Time Ready Assay (1pl) toplam hacim 15 pl olacak sekilde
hazirlanmistir. Hazirlanan mix vortex kullanilmadan pipetle yukar1 asagi yapilarak
karistirtlmistir. LightCycler 480 multiwell plate in her kuyucuguna pzr miksten 15 pl,
tizerine Sul cDNA eklenmistir. Kuyucuklardaki hacim 20 pl olur. Multiwell Plate 2
dk 1500 x g santriftijedilmitir. Santrifiij isleminden sonra plate cihaza yerlestirilip
kullanilacak olan MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe programi secilmistir. UPL
Probe icin gerekli protokoller cihazda secildikten sonra LightCycler 480 PCR
baslatildmstir.
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Set up

Detection format BlockType Reaction Volume
MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe 96 20ul

Filtercombination:
dynamicMode
FAMA483-5330r465-510respectively,forLightCycler®480InstrumentVersionlorll

Programs

ProgramName Cycles Analysis Mode
Pre-Incubation 1 None
Amplification 45 Quantification
Cooling 1 None
TemperatureTargets

Target (°C) AcquisitionMode Hold( hh:mm:ss) | RampRate(°C/s)
Pre-Incubation

95 None 00:10:00 4.4
Amplification

95 None 00:00:10 4.4

60 None 00:00:30 2.2

72 Single 00:00:01 4.4

Cooling

40 None 00:00:30 2.2

2.13 Istatistik Analizler

Tiim veriler SPSS 18.00 paket program kullanilarak analiz edildi. Verilerin
normal dagilima uyup uymadigi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi.
Tanimlayici istatistikler (median) (min-max) olarak verildi.

Gruplar arasindaki verilerin karsilastirilmasinda  Kruskal-Wallis  testi
kullanildi. P<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Anlamli ¢ikan farklarin ikili grup
karsilastirmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi.

Her dongii, gercek zamanli PCR analizi LightCycler Yazilimi kullanilarak analiz

edilmistir. Bagil transkript seviyeleri housekeeping gene dayali olarak hesaplanmistir.

54



Istatistiksel analizler "Statistical Package for Social Sciences" (SPSS / PC 15. 0) paket
programu ile yapildi.

ALDH, GPX, GSR, SODI ve SODIII genleri i¢in Kruskal Wallis Testi (p = 0.034 <p
=0.05), daha sonra Mann Whitney U testi istatistiksel analizi yapildi. 0.05 'den daha
diistik bir P seviyesinin Mann-Whitney U testi i¢in 6nemli oldugu kabul edildi.
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3 BULGULAR
3.1 ELiSA Sonuclari

ELISA yontemi ile yapilan analizlerin toplu sonuglar1 Tablo3.1te
goriilmektedir. Istatistiksel olarak anlaml1 degisim bulunan analiz sonuglar1 sunlardir:
GPX (0,016), ALDH (<0,001), TAS (<0,001), G6PD (<0,001), NO(0,001), Urik Asit
(0,034), MDA (0,047), NOS (<0,001), Ferritin (0,049). Istatistiki olarak anlaml
bulunan analiz sonuglar1 kendi i¢inde ikili olarak karsilastirilmistir. Bu karsilastirma
sonuclar1 Tablo3.2’te verilmistir.

Keratokonus grubu icinde UV uygulamasma gore yapilan karsilagtirmalar
Tablo3.3’te goriilmektedir. UV-A uygulanan, UV-B uygulanan ve UV uygulanmayan
gruplar istatistiksel olarak incelendiginde anlamli fark bulunan analizler ve p degerleri
strastyla; Katalaz (p=0.042), G6PD (p=0.022), NOS (p=0.013), Nitrotirozin (p=0.020)
olarak bulundu. Bu gruplar kendi i¢lerinde ikili olarak karsilastirildigi zaman anlamli

farklilik gésteren sonuglar Tablo 3.4°da gosterilmistir
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Tablo3.1. Gruplardaki analiz sonuglarinin karsilagtirilmas

Degisken EWUV- Kontrol/lUV-A | KK/UV-B Kontrol/UV-B | KK Kontrol p
77,50 107,49

GPX 39,16 89,99 68,33 117,50

(Median/Min-Max) (68,33- (16,66-95) (40-110) (8333 (21,66-168,33) |(70-123,33) 0,016
81,66) 158,33)

GRA 1,406 2,460 1,054 1,406 1,230 1,582 0,418

(Median/Min-Max) | (0,351-4,921) | (0,351-4,570)  |(0,351-1,406) |(0,351-4,921) |(0,703-2,109) |(0,351-4,570)

SOD 87,50 81,250 68,75 43,75 56,25 43,75 0724

(Median/Min-Max) | (25-100) (12,50-87,50) | (25-100) (25-100) (25-100) (25-87,50)

ALDH 1,587 5,978 1,746 6,349(5,185- 1,560 5,873 <0,001

(Median/Min-Max) | (1,216-1,851) | (4,656-7,089)  |(1,375-2,804) |7,460) (1,058-1,904) | (5,185-6,560)

TAS 1,653 1,831 1,553 1,828 1,693 1,797 <0,001

(Median/Min-Max) | (1,280-1,717) | (1,723-1,885)  |(1,452-1,655) [(1,731-1,912) |(1,475-1,776) |(1,725-1,886)

Katalaz 1,552 0,510 0,888 0,940 1,407 0,743 0,052

(Median/Min-Max) | (0,536-2,251) | (0,104-1,117)  |(0,016-1,190) ((0,305-1,921) |(0,104-1,5552) |(0,538-1,455)

G6PD 7,618 5,384 10,455 6,925 6,501 5,540 <0,001

(Median/Min-Max) | (6,925-12,60) | (5,00-4,702) | (7,41-15,86) |(5,898-7,238) |(6,032-9,025) |(5,00-6,032)

NO 0,302 0,244 0,350 0,216 0,306 0,196 0,001

(Median/Min-Max) | (0,277-0,360) | (0,127-0,265)  [(0,234-0,432) |(0,101-0,402) |(0,243-0,337) |(0,118-0,242)

Urik Asit 0,798 0,369 0,574 0,385 0,393 0,476 0,034

(Median/Min-Max) | (0,479-1,140) | (0,346-0,448)  [(0,377-1,093) |(0,361-0,731) |(0,354-1,038) | (0,354-0,904)

MDA 0,453 0,564 0,470 0,926 0,715 0,592 0,047

(Median/Min-Max) | (0,355-0,757) | (0,418-0,656) | (0,359-0,719) |(0,648-1,054) |(0,368-1,364) |(0,389-1,497)

Askorbik Asit 0,270 0,285 0,279 0,279 0,281 0,281 0,934

(Median/Min-Max) | (0,268-0,313) | (0,272-0,294) | (0,264-0,301) |(0,264-0,294) |(0,260-0,301) | (0,272-0,290)

Glutatyon 1,252 1,165 1,165 1,165 1,300 1,135 0,403

(Median/Min-Max) | (1,080-1,300) | (1,126-1,223) | (1,087-1,786) |(1,126-1,262) |(1,145-1533) |(1,126-1,223)

NOS 2,992 4,580 2,637 4,868 2,270 3,622 <0,001

(Median/Min-Max) | (2,729-4,015) | (3,438-5,616) | (1,732-2,887) |(4,251-5,485) |(2,125-2,992) | (3,543-4,645)

H202 0,338 0,342 0,338 0,361 0,349 0,361 0,273

(Median/Min-Max) | (0,326-0,395) | (0,296-0,357)  |(0,326-0,692) |(0,342-0,562) |(0,319-0,653) |(0,342-0,486)

NAD/NADH 0,533 0,656 0,511 0,720 0,502 0,768 <0,001

(Median/Min-Max) | (0,476-0,606) | (0,489-0,836) | (0,358-0,557) |(0,682-0,796) |(0,428-0,640) |(0,588-1,121)

Nitrotirozin-3 1,129 0,928 1,120 1,094 1,616 1,086 0,101

(Median/Min-Max) | (0,864-2,235) | (0,662-1,794) | (0,856-1,321) ((0,902-3,086) |(1,537-3,124) |(0,894-1,668)

Ferritin 70,50 47,00 60 54,80 51,50 76,50 0,049

(Median/Min-Max)

(50-142)

(44-84)

(49-117)

(44-85)

(47-75)

(61-137)
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Gruplar arasindaki verilerin karsilastirlmasinda Kruskal-Wallis  testi
kullanildi. P<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Istatistiksel olarak anlamli degisim
bulunan analiz sonuglar1 sunlardir: GPX (0,016), ALDH (<0,001), TAS (<0,001),
G6PD (<0,001), NO(0,001), Urik Asit (0,034), MDA (0,047), NOS (<0,001), Ferritin
(0,049). Istatistiki olarak anlamli bulunan analiz sonuglar1 kendi i¢inde ikili olarak
kargilastirtlmistir.  Anlamli ¢ikan farklarin ikili grup karsilastirmasinda Mann-
Whitney U testi kullanildi(tablo3.2).

Tablo3.2. Anlamli ¢ikan gruplardaki analiz sonuglarinin kendi aralarinda

karsilastirilma
Grup P P P P P P P P P P
(GPA) |(ALDH)|(TAS) |(G6PD)| (NO) | (Urik A) | (MDA) | (NOS) | (NAD/ | (Ferritin)
NADH)

KK-UVA/ Kontrol-UVA 0,065 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 0,262 | 0,006 | 0,078 0,045
KK-UVB/ Kontrol-UVB 0,297 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,037 | 0,336 0,010 | 0,004 | 0,004 0,337
KK/ Kontrol 0,150 | 0,004 | 0,025 | 0,005 | 0,004 | 0,574 1,00 | 0,004 | 0,006 0,54
KK-UVA /KK-UVB 0,336 | 0,374 | 0,200 | 0,150 | 0,337 | 0,262 1,00 | 0,013 | 0,336 0,378
KK-UVA/KK 0,470 | 0,936 | 0,522 | 0,109 | 0,749 | 0,037 0,262 | 0,016 | 0,173 0,078
KK-UVB/KK 0,470 | 0,336 | 0,078 | 0,010 | 0,297 | 0,172 0,173 | 0,261 | 0,519 0,310
Kontrol-UVA/  Kontrol- | 0,016 | 0,423 | 0,749 | 0,010 | 0,423 | 0,228 0,006 | 0,631 | 0,262 0,422
uvB

Kontrol-UVA / Kontrol 0,010 | 0,873 | 0,873 | 0,936 | 0,150 | 0,148 0,631 | 0,109 | 0,200 0,025
Kontrol-UVB/Kontrol 0,337 | 0,378 | 0,423 | 0,020 | 0,749 | 0,936 0,150 | 0,010 | 0,337 0,030
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Tablo3.3. Keratokonus grubunda UV uygulamasina gore sonuglarin karsilastiriimasi

Analiz UV-A uUv-B UV-YOK p
GPA 77,50 89,99 68,33 0,567
(Median/Min- (68,33-81,66) (40-110) (21,66-168,33)

Max)

GRA 1,406 1,054 1,230 0,549
(Median/Min- (0,351-4,921) (0,351-1,406) (0,703-2,109)

Max)

SOD 87,50 68,75 56,25 0,545
(Median/Min- (25-100) (25-100) (25-100)

Max)

ALDH 1,587 1,746 1,560 0,556
(Median/Min- (1,216-1,851) (1,375-2,804) | (1,058-1,904)

Max)

TAS 1,653 1,553 1,693 0,172
(Median/Min- (1,280-1,717) (1,452-1,655) (1,475-1,776)

Max)

Katalaz 1,552 0,888 1,407 0,042
(Median/Min- (0,536-2,251) (0,016-1,190) (0,104-1,552)

Max)

G6PD 7,618 10,455 6,501 0,022
(Median/Min- (6,925-12,600) (7,417-15,862) | (6,032-9,025)

Max)

NO 0,302 0,350 0,306 0,489
(Median/Min- (0,277-0,360) (0,234-0,432) (0,243-0,337)

Max)

Urik Asit 0,798 0,574 0,393 0,079
(Median/Min- (0,479-1,140) (0,377-1,093) (0,354-1,038)

Max)

MDA 0,453 0,470 0,715 0,347
(Median/Min- (0,355-0,757) (0,359-0,719) | (0,368-1,364)

Max)

Askorbik Asit 0,270 0,279 0,281 0,850
(Median/Min- (0,268-0,313) (0,264-0,301) (0,260-0,301)

Max)

Glutatyon 1,252 1,165 1,300 0,586
(Median/Min- (1,080-1,300) (1,087-1,786) (1,145-1,533)

Max)

NOS 2,992 2,637 2,270 0,013
(Median/Min- (2,729-4,015) (1,732-2,887) (2,125-2,992)

Max)

H202 0,338 0,338 0,349 0,758
(Median/Min- (0,326-0,395) (0,326-0,692) (0,319-0,653)

Max)

NAD/NADH 0,533 0,511 0,502 0,337
(Median/Min- (0,476-0,606) (0,358-0,557) (0,428-0,640)

Max)

Nitrotirozin-3 1,129 1,120 1,616 0,020
(Median/Min- (0,864-2,235) (0,856-1,321) (1,537-3,124)

Max)

Ferritin 70,50 (50-142) | 60(49-117) 51,50 (47-75) 0,173
(Median/Min-

Max)
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Tablo3.4. Keratokonus grubunda UV uygulamasina gore karsilastirildiginda anlamli

¢ikan analiz sonuglari

Analiz UV-A | UV-B | p* uv- pt pi
YOK

Katalaz 1,552 0,888 0026 |1,407 0310 |0,003

(Median/Min- | (0,536 | (0,016- (0,104-

Max) 2,251) | 1,190) 1,552)

G6PD 7,618 10,455 | 0,180 |6,501 |0,132 | 0,009

(Median/Min- | (6,925- | (7,417- (6,032-

Max) 12,600) | 15,862) 9,025)

NOS 2,992 2,637 0,009 |2270 |0,015 |0,310

(Median/Min- | (2,729- | (1,732 (2,125-

Max) 4,015) | 2,887) 2,992)

Nitrotirozin-3 | 1,129 1,120 0485 |1616 |0,132 | 0,002

(Median/Min- | (0,864- | (0,856- (1,537-

Max) 2,235) |1,321) 3,124)

p* : UV-A ve UV-B ikili grup karsilastirmasi

pt : UV-A ve UV-YOK ikili grup karsilagtirmasi
pf: UV-B ve UV-YOK ikili grup karsilastirmasi
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Sekil3.1. Keratokonus grubunda UV uygulamasina gore Katalaz, NOS, G6PD ve

Nitrotirozin-3 seviyelerinin grafikleri

Kontrol grubu i¢inde UV uygulamasimna gore yapilan karsilastirmalar

Tablo3.5’de goriilmektedir. UV-A uygulanan, UV-B uygulanan ve UV uygulanmayan

gruplar istatistiksel olarak incelendiginde anlamli fark bulunan analizler ve p degerleri
strastyla; GPX (p=0.012), G6PD (p=0.016), MDA (p=0.039), NOS (p=0.042), H202
(p=0.046), Ferritin (p=0.031) olarak bulundu.Bu gruplar kendi iglerinde ikili olarak

karsilastirildigr zaman anlamli farklilik gosteren sonuglar Tablo3.6’da gosterilmistir.
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Tablo3.5. Kontrol grubunda UV uygulamasina gore yapilan karsilagtirmalar

Degisken UVA uvB UVyok p
GPA 39,16 107,49 117,5 0,012
(Median/Min-Max) | (16,66-95) (83,33-158,33) (70-123,33)

GRA 2,46 1,406 1,582 0,63
(Median/Min-Max) | (0,351-4,570) (0,351-4,921) (0,351-4,570)

SOD 81,25 43,75 43,75 0,819
(Median/Min-Max) |(12,50-87,50) (25-100) (25-87,50)

ALDH 5,978 6,349 5,873 0,611
(Median/Min-Max) | (4,656-7,089) (5,185-7,460) (5,185-6,560)

TAS 1,831 1,828 1,797 0,778
(Median/Min-Max) | (1,723-1,885) (1,731-1,912) (1,725-1,886)

Katalaz 0,51 0,94 0,743 0,156
(Median/Min-Max) |(0,104-1,117) (0,305-1,921) (0,538-1,455)

G6PD 5,384 6,925 5,54 0,016
(Median/Min-Max) | (5,00-4,702) (5,898-7,238) (5,00-6,032)

NO 0,244 0,216 0,196 0,385
(Median/Min-Max) |(0,127-0,265) (0,101-0,402) (0,118-0,242)

UrikAsit 0,369 0,385 0,476 0,298
(Median/Min-Max) | (0,346-0,448) (0,361-0,731) (0,354-0,904)

MDA 0,564 0,926 0,592 0,039
(Median/Min-Max) | (0,418-0,656) (0,648-1,054) (0,389-1,497)

AskorbikAsit 0,285 0,279 0,281 0,519
(Median/Min-Max) | (0,272-0,294) (0,264-0,294) (0,272-0,290)

Glutatyon 1,165 1,165 1,135 0,448
(Median/Min-Max) |(1,126-1,223) (1,126-1,262) (1,126-1,223)

NOS 4,58 4,868 3,622 0,042
(Median/Min-Max) | (3,438-5,616) (4,251-5,485) (3,543-4,645)

H202 0,342 0,361 0,361 0,046
(Median/Min-Max) |(0,296-0,357) (0,342-0,562) (0,342-0,486)

NAD/NADH 0,656 0,72 0,768 0,291
(Median/Min-Max) | (0,489-0,836) (0,682-0,796) (0,588-1,121)

Nitrotirozin-3 0,928 1,094 1,086 0,342
(Median/Min-Max) | (0,662-1,794) (0,902-3,086) (0,894-1,668)

Ferritin 47 54,8 76,5 0,031

(Median/Min-Max)

(44-84)

(44-85)

(61-137)
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Tablo3.6.Kontrol grubunda UV uygulamasina gore karsilastirildiginda anlamli ¢ikan

analiz sonuglari

Degisken UVA uvB p* Uvyok pt pi
GPA 39,16 107,49 0,015 117,5 0,009 | 0,394
(Median/Min-Max) (16,66-95) (83,33-158,33) (70-123,33)
G6PD 5,384 6,925 0,009 5,54 0,937 | 0,015
(Median/Min-Max) (5,00-4,702) (5,898-7,238) (5,00-6,032)
MDA 0,564 0,926 0,004 0,592 0,699 | 0,18
(Median/Min-Max) | (0,418-0,656) | (0,648-1,054) (0,389-1,497)
NOS 4,58 4,868 0,699 3,622 0,132 | 0,009
(Median/Min-Max) | (3,438-5,616) | (4,251-5,485) (3,543-4,645)
H202 0,342 0,361 0,041 0,361 0,041 | 0,937
(Median/Min-Max) (0,296-0,357) | (0,342-0,562) (0,342-0,486)
Ferritin 47 54,8 0,485 76,5 0,026 | 0,026
(Median/Min-Max) (44-84) (44-85) (61-137)
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Sekil 3.2Kontrol grubunda UV uygulama gruplarina gore anlamli fark bulunan analizlerin

grafikleri

Ornekler her bir UV grubu icinde karsilastirilarak da degerlendirildi. Bu karsilastirmalar
Tablo3.7°de verilmistir. UV-A grubunda keratokonus ve kontrol arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark ¢ikan analizler sunlardir: ALDH(p=0.002), TAS (p=0.002), Katalaz
(p=0.009), G6PD (p=0.002), NO (p=0.002), Urik Asit (p=0.002), NOS (p=0.004). UV-B
grubunda keratokonus ve kontrol arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikan analizler
sunlardir: ALDH (p=0.002), TAS (p=0.002), G6PD (p=0.002), NO (p=0.041), MDA
(p=0.009), NOS (p=0.002), NAD/NADH (p=0.002). UV uygulanmayan gruptakeratokonus
ve kontrol arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikan analizler sunlardir:
ALDH(p=0.002), TAS (p=0.026), G6PD (p=0.002), NO (p=0.002), NOS (p=0.002),
NAD/NADH (p=0.004), Nitrotirozin-3 (p=0.026)
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Median/Min-Max

(50-142)

(44-84)

(49-117)

(44-85)

(47-75)

(61-137)

Degisken UVA/KK UVA/Kontrol p UVB/KK UVB/Kontrol p UVyok/KK UVyok/Kontrol p
GPA 77,5 39,16 0,065 |89,99 107,49 0,31 68,33 117,5 0,18
Median/Min-Max (68,33-81,66) (16,66-95) (40-110) (83,33-158,33) (21,66-168,33) (70-123,33)

GRA 1,406 2,46 0,485 |1,054 1,406 0,24 1,23 1,582 0,394
Median/Min-Max (0,351-4,921) (0,351-4,570) (0,351-1,406) (0,351-4,921) (0,703-2,109) (0,351-4,570)

SOD 87,5 81,25 0,485 | 68,75 43,75 0,394 56,25 43,75 0,818
Median/Min-Max (25-100) (12,50-87,50) (25-100) (25-100) (25-100) (25-87,50)

ALDH 1,587 5,978 0,002 |1,746 6,349 0,002 1,56 5,873 0,002
Median/Min-Max (1,216-1,851) (4,656-7,089) (1,375-2,804) (5,185-7,460) (1,058-1,904) (5,185-6,560)

TAS 1,653 1,831 0,002 |1,553 1,828 0,002 1,693 1,797 0,026
Median/Min-Max (1,280-1,717) (1,723-1,885) (1,452-1,655) (1,731-1,912) (1,475-1,776) (1,725-1,886)

Katalaz 1,552 0,51 0,009 0,888 0,94 0,589 1,407 0,743 0,24
Median/Min-Max (0,536-2,251) (0,104-1,117) (0,016-1,190) (0,305-1,921) (0,104-1,552) (0,538-1,455)

G6PD 7,618 5,384 0,002 |10,455 6,925 0,002 6,501 5,54 0,002
Median/Min-Max (6,925-12,600) | (5,00-6,702) (7,417-15,862) (5,898-7,238) (6,032-9,025) (5,00-6,032)

NO 0,302 0,244 0,002 (0,35 0,216 0,041 0,306 0,196 0,002
Median/Min-Max (0,277-0,360) (0,127-0,265) (0,234-0,432) (0,101-0,402) (0,243-0,337) (0,118-0,242)

Urik Asit 0,798 0,369 0,002 |0,574 0,385 0,394 0,393 0,476 0,589
Median/Min-Max (0,479-1,140) (0,346-0,448) (0,377-1,093) (0,361-0,731) (0,354-1,038) (0,354-0,904)

MDA 0,453 0,564 0,31 0,47 0,926 0,009 0,715 0,592 0,958
Median/Min-Max (0,355-0,757) (0,418-0,656) (0,359-0,719) (0,648-1,054) (0,368-1,364) (0,389-1,497)

Askorbik Asit 0,27 0,285 0,394 0,279 0,279 0,818 0,281 0,281 0,818
Median/Min-Max (0,268-0,313) (0,272-0,294) (0,264-0,301) (0,264-0,294) (0,260-0,301) (0,272-0,290)

Glutatyon 1,252 1,165 0,394 |1,165 1,165 0,818 13 1,135 0,026
Median/Min-Max (1,080-1,300) (1,126-1,223) (1,087-1,786) (1,126-1,262) (1,145-1,533) (1,126-1,223)

NOS 2,992 4,58 0,004 |2,637 4,868 0,002 2,27 3,622 0,002
Median/Min-Max (2,729-4,015) (3,438-5,616) (1,732-2,887) (4,251-5,485) (2,125-2,992) (3,543-4,645)

H202 0,338 0,342 0,589 0,338 0,361 0,24 0,349 0,361 0,485
Median/Min-Max (0,326-0,395) (0,296-0,357) (0,326-0,692) (0,342-0,562) (0,319-0,653) (0,342-0,486)

NAD/NADH 0,533 0,656 0,093 |0,511 0,72 0,002 0,502 0,768 0,004
Median/Min-Max (0,476-0,606) (0,489-0,836) (0,358-0,557) (0,682-0,796) (0,428-0,640) (0,588-1,121)

Nitrotirozin-3 1,129 0,928 0,589 |1,12 1,094 0,485 1,616 1,086 0,026
Median/Min-Max (0,864-2,235) (0,662-1,794) (0,856-1,321) (0,902-3,086) (1,537-3,124) (0,894-1,668)

Ferritin 70,5 47 0,065 |60 54,8 0,394 51,5 76,5 0,065

Tablo3.7. Keratokonus ve kontrol gruplarinin herbir UV grubu i¢inde karsilastirmalari
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Sekil3.3. UV-A uygulanan grupta ALDH ve TAS seviyelerinin grafigi
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Sekil3.9. UV uygulanmayan grupta ALDH ve TAS seviyeleri
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Sekil3.10. UV uygulanmayan grupta G6PD ve TAS seviyel
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Sekil3.11. UV uygulanmayan grupta NO ve NOS seviyeleri

3.2 Gercek Zamanh PCR Sonuclar

Gergek zamanli PCR ile antioksidan enzimlerin mRNA ifade miktarindaki
degisimleri incelenmistir. Keratokonus ve kontrol gruplarinda incelenen enzimlerin
relatif ekspresyon degerleri Tablo3.8’da karsilagtirilmistir. Keratokonus ve kontrol

gruplarinda antioksidan enzim expresyonlart yoniinden anlaml fark bulunmamastir.
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Tablo3.8. Enzim ekspresyonlarindaki degisimler

. Kontrol/ | Kontrol/ -
Analiz KK /UVA UVA UVB KK UVB | KK Kontrol |p
ALDH 0058 0078 (0052 0037 |iaes  |9027  |go10
(Median/min-| (000~ (0,03 1(0,00- (0,00} 554 4 15 | (0.00- ’

0,12) 0,18) 0,20) 0,08) PR 10,10)
Max)
GPX 0,066 0,106 0,106 0,056
(Median/Min- | 0%’_007‘2‘2) 003 | (001- ?0333 0 |©05 [@©00- 0015
Max) P4 10,12) 0,30) ’ 0,16) 0,14)
SOD1 0,36 0,050 0,052

. . 0,036 ! ! 0,023 ; 0,037
(Median/Min- . (0,03- (0,01- i (0,04- .y 0,127
Max) (00-0,10) | ; oy 0.14) (00-0,13) |¢75) (00-0,08)

*Kruskal-Wallis test
Tablo 3.9.Gruplardaki enzim ekspresyonlarinin ikili grup karsilastirilmasi
Gruplar P P P P
(ALDHMRN | (GPMRNA) | (SODIMRNA | (SOD3mRNA
A) ) )
KK UVA / Kontrol 0,190 0,456 0,882 0,230
UVA
KK UVB/ Kontrol 0,280 0,049 0,247 0,684
uvB
KK/ Kontrol 0,03 0,034 0,123 0,739
KKUVA/ KKUVB 0,918 0,705 0,654 0,123
KKUVA/KK 0,251 0,314 0,132 1,00
KKUVB/KK 0,165 1,00 0,579 0,143
Kontrol UVA/ 0,043 0,022 0,095 0,842
KontrolUVB
Kontrol UVA/ Kontrol | 0,018 0,549 0,604 0,400
Kontrol UVB / Kontrol | 0,315 0,529 0,739 0,436
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ALDH, GPX, SODI lokuslar i¢in ger¢ek zamanli PCR sonuglarina gére mRNA
arasinda (p> 0,05) arasinda anlamli fark bulunmadi. ALDH lokusu i¢in UVA grubu
nispi degerler bakimindan kontrol grubundan (p <0.05) farklidir. Ancak, UVB ve
kontrol grubu arasinda (p> 0.05) arasinda anlamli bir fark yoktur. GPX lokusu i¢in
UVA grubu nispi degerler bakimindan kontrol grubundan (p <0.05) farklidir. Ancak,
UVB ve kontrol grubu arasinda (p> 0.05) anlaml1 bir fark yoktur. GSR lokusu i¢in tiim
gruplarda (p> 0.05) anlamli bir fark yoktur. SODI lokusu i¢in UVA grubu nispi
degerler bakimindan kontrol grubundan (p <0.05) farklidir. Ancak, UVB ve kontrol
grubu arasinda (p> 0.05) arasinda anlamli bir fark yoktur. SODIII lokusu i¢in mRNA
ekspresyonu, gercek zamanlt PCR sonuglarina gére dort grupta hemen hemen esitti.
Bu gruplarin (p> 0,05) arasinda anlaml fark bulunmadi.
ekspresyonu genel itibari ile azalma gosterdi ancak GSR ve SODIII lokuslari agisindan
gruplar

Sonu¢: Antioksidan enzimlerden Siiperoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz ve
Glutatyon Rediiktaz enzimlerinin miktar degerlendirilmesi yapildi. Alt1 lokusta Real-
Time PCR analizi 8 6rnek i¢in yapildi, sonraki donemde bu say1 20’ ye tamamlanmustir.
Calismada sadece UV uygulanan keratokonuslu ve kontrol grubu hiicreleri ile
calistlmis olup bir sonraki donem ig¢in UV uygulanmayan grup ile birlikte
karsilastirilmast yapilmistir. Diger antioksidan enzimler olan Glucose-6-Phosphate
Dehydrogenase (G6PD), Catalase (CAT), Aldehit Dehydrogenaz (ALDH)
enzimlerinin aktiviteleri sonraki donemde incelenmistir. Malzemelerin temininde
firmalardan kaynaklanan gecikmeler nedeni ile Nitrik Oksit Sentaz (NOS) ve Nitrik
Oksit (NO) miktarlari; lipid peroksidasyonu ve protein nitrasyonu son iiriinleri olan
MDA ve Nitrotirozin miktarlar1 sonraki donemde incelenmeye alinmistir. Ayrica
DNA tamir mekanizmasinda etkili olan proteinlerin miktar1 ve genomik DNA
kiriklar1 incelemesi yapilacak, toplam ROS miktari (O2, H202, OH") ve enzim olmayip
dogrudan UV isinlarini soguran ve indirgeyici Glutatyon (GSH), Askorbic Asit (C
vitamini), alfa-Tokoferol (E Vitamini), NADPH, ve Ferritin molekiillerin miktar
incelenmesi islemleri de UV uygulanmayan ve UV i1simina maruz birakilan
keratokonuslu ve kontrol grubundan Ornek alinarak bir sonraki doénemde

gerceklestirilmistir.
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3.3 UV Absorbans Olciimii Sonuclar:

UV uygulanan ve uygulanmayan keratokonuslu ve normal 6rneklerde UV
absorbans Ol¢iim sonuglari Tablo 3.9’de verilmistir. Keratokonus ve kontrol
gruplarinda UV uygulamasina gore ikili karsilagtirmalar Tablo 3.10’te gésterilmistir.
Keratokonus grubunda her 3 UV uygulamasi arasinda da anlamli fark vardir: UV-
A/UV-B (p=0.04), UV-A/UV-YOK (p=0.04), UV-B/UV-YOK (p=0.04). Yine kontrol
grubunda da her 3 UV uygulamasi arasinda anlamh fark ¢ikmistir: UV-A/UV-B
(p=0.04), UV-A/UV-YOK (p=0.04), UV-B/UV-YOK (p=0.04).

Her bir UV uygulama grubu kendi i¢inde keratokonus ve kontrol olarak
karsilastirildigi zaman yine 3 grup arasinda da anlamli fark ¢ikmistir. Bu sonuglar da

Sekil 3.12°de verilmistir.

Tablo 3.10. Keratokonus ve Kontrol grubunda UV absorbans degerleri

UV-A uUvVv-B UV-YOK P
Keratokonus 0,459 0,532 0,560 0,001
(Median/Min- (0,457-0,468) | (0,513-0,542) | (0,550-0,569)
Max)
Kontrol 0,663 0,518 0,618 0,001
(Median/Min- (0,659-0,670) | (0,510-0,523) | (0,612-0,623)
Max)
Tablo 3.11. Keratokonus ve kontrol gruplarinda UV absorbans degerlerinin ikili
karsilagtirmalari
UV-A uvVv-B p* UV-YOK pt pi
Keratokonus 0,459 0,532 0,004 | 0,560 0,004 | 0,004
(Median/Min-Max) | (0,457-0,468) | (0,513- (0,550-0,569)
0,542)
Kontrol 0,663 0,518 0,004 |0,618 0,004 | 0,004
(Median/Min-Max) | (0,659-0,670) | (0,510- (0,612-0,623)
0,523)

* UV-A / UV-B ikili grup karsilagtirmasi
T UV-A/UV-YOK ikili grup karsilagtirmasi
1 Uv-B / UV-YOK ikili grup karsilastirmasi
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Sekil 3.12. Keratokonus ve kontrol gruplarinda UV absorbans degerlerinin
karsilastiriimasi
3.4 DNA Hasar Ol¢iimii

Keratokonus ve kontrol gruplarinda UV uygulamasina gore DNA hasari
miktarlarmin karsilastirmas: Tablo 3.11°te verilmistir. Gruplar arasinda DNA hasar1
yoniinden anlamli fark bulunmamistir.Keratokonus ve kontrol gruplarinda UV
uygulamasina gore ikili karsilastirmalar Tablo3.12°te gosterilmistir.

Tablo 3.12. Keratokonus ve kontrol gruplarinda DNA hasarinin karsilastirilmasi

UV-A uUVv-B UV-YOK p
Keratokonus 7,20 8,65 7,50 0,692
(Median/Min- (5,50-9,60) | (4,40-9,70) (4,90-8,80)
Max)
Kontrol 6,60 6,85 7,10 0,750
(Median/Min- (4,60-8,80) | (5,40-9,00) (4,80-9,80)
Max)

Tablo 3.13. Keratokonus ve kontrol gruplarinda DNA hasarinin ikili karsilastirmalari

Keratokonus Kontrol p*
UV-A 7,20 6,65 0,310
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(Median/Min- (5,50-9,60) (4,60-8,80)

Max)

UVv-B 8,65 6,85 0,310
(Median/Min- (4,40-9,70) (5,40-9,00)

Max)

UV-YOK 7,50 7,10 0,937
(Median/Min- (4,90-8,80) (4,80-8,80)

Max)

3.5AntioksidanOl¢iim Sonuclar:
3.5.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olciim sonuclar

80

Total SOD aktivitesi (%)

LAZER KERATOKONUS

Sekil 3.13. Normal ve keratokonuslu hasta gruplarinda olgilen total SOD aktivitesi

ELISA okuyucu ile yapilan 6l¢iim sonuglarina gore, keratokonuslu olmayan 6rneklerde
toplam SOD aktivitesi %67 iken, keratokonuslu hastalarla yapilan 6l¢iim sonuglarinda

toplam SOD aktivitesi %41 olarak gozlendi.

3.5.2.Glutatyon peroksidaz(GPx)Aktivitesinin Ol¢iilmSonuclari
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Sekil 3.14.Keratokonuslu ve normal kornea epitel hiicrelerinde dlgiilen glutatyon

peroksidaz antioksidan enzim aktivitesinin belirlenmesi

Olgiim sonuglarina gore, keratokonuslu hiicre lizatlarindan 25°C’de 5 dakika
stiresincedl¢iilen glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi 7,4 nmol; kontrol epitel
hiicrelerinden 25°C’de 5 dakikada 6l¢iilen deger 8,8 nmol olarak hesaplandi.
3.5.3.Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Ol¢iilmesi

=1

Sekil 3.15. Keratokonuslu ve normal kornea epitel hiicrelerinde 6l¢iilen glutatyon

© = MNGRY“ktitiresf (nfiol)N @ @

rediiktaz antioksidan enzim aktivitesinin belirlenmesi
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Yapilan 6l¢iim sonuglarina gore, keratokonuslu hiicre lizatlarindan 25°C*“de 10 dakika
stiresince Olciilen glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi 2,6 nmol; normal kornea epitel

hiicrelerinden 25°C’de 10 dakikada dlgiilen deger 8,4 nmol olarak kaydedildi.

3.5.4.Aldehit Dehidrojenaz Aktivitesinin Olciilmesi
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Sekil3.16.Kontrol Grubu ve Keratokonus Hastalarinda Olgiilen ALDH Miktarlar

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu
hiicrelerinde Aldehid Dehidrojenaz aktivitesi mililitrede ortalama6,0 uU, uvB
uygulanan kontrol grubunda 6,3 pU, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise
5,9 nU olarak 6l¢iilmiistiir. Diger yandan keratokonus grubu hastalarina bakildiginda
UA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama Aldehid Dehidrojenaz aktivitesi 1.6 pU,
uvB uygulanan keratokonuslu grupta 1.9 pU, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta

ise ortalama 1.5 pU olarak ol¢tilmiistiir.

Bu degerlendirmeden ¢ikan sonuglara gore, kontrol grubu hiicrelerinde 6l¢iilen ALDH
miktarinin, keratokonus hastalarinda 6l¢iilen ALDH miktarindan yaklasik 3 kat daha

fazla oldugu gosterilmistir.
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3.5.5.Total Antioksidan Seviyesinin Ol¢iimii

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina bakildiginda, Total Antioksidan
Aktivitesi indirgenmis Cu*? (nmol) baz alinarak degerlendirilmistir. Buna gére uvA
uygulanmig kontrol grubu hiicrelerinde indirgenmis Cu*? orami 1.81 nmol, uvB
uygulanan kontrol grubunda 1.83 nmol, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde
ise 1.80 nmol olarak Ol¢iilmiistiir. Diger yandan keratokonus grubu hastalarina
bakildiginda uA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama Aldehid Dehidrojenaz
aktivitesi 1.60 nmol, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 1.56 nmol, uv
uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 1.67 nmol olarak 6l¢iilmiistiir. Total
antioksidan seviyesinin her iki gruptaki degerlendirmesine bakildiginda kontrol grubu

ve keratokonus grubu hiicrelerinde ¢ikan sonuglarin birbirlerine yakin degerler oldugu

gOriilmiistiir
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- M 1.hasta
9 2
3 M 2.hasta
g
N 15 - m 3.hasta
3 M 4.hasta
©
S 1 - M 5.hasta
c
m 6.hasta
0,5 -
0 .
Lazer uvA Lazer uvB |azer uvyok CCLuvA CCLuvB CCL uvyok

Sekil3.17.Kontrol ve Keratokonus Hiicrelerinde Total Antioksidan Kapasitesi

miktar

76



3.5.6.Katalaz Aktivitesinin Ol¢iim sonuglar
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Sekil3.18.Kontrol ve Keratokonus Hucrelerinde Katalaz Aktivitesinin miktarlari

kontrol grubu hiicrelerinde Katalaz aktivitesi mililitrede ortalama0.79 pU, uvB
ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarma gore, uvA uygulanmig uygulanan
kontrol grubunda 1.56 pU, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise 2.52 pU
olarak dl¢iilmiistiir. Diger yandan keratokonus grubu hastalarina bakildiginda uA
uygulanan keratokonuslu grupta ortalama Aldehid Dehidrojenaz aktivitesi 3.47 pU,
uvB uygulanan keratokonuslu grupta 1.10 pU, uv uygulanmayan keratokonuslu

grupta ise ortalama 1.77 pU olarak 6l¢iilmistiir.
3.5.7.Glukoz-6 fosfat dehidrojenaz aktivitesinin 6l¢iim Sonuglari

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmig kontrol
grubu hiicrelerinde Glukoz-6 fosfat dehidrojenaz aktivitesi mililitrede ortalama5.59
uU, uvB uygulanan kontrol grubunda 6.68 uU, uv uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerinde ise 5.55 pU olarak dlgiilmiistiir. Diger yandan keratokonus grubu
hastalarina bakildiginda uA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama Aldehid
Dehidrojenaz aktivitesi 8.58 nU, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 10.89 uU, uv
uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 7.01 pU olarak 6l¢tilmiistiir.
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Sekil3.19.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hastalarinda Glukoz-6 Fosfat Dehidrojenaz

Aktivitesinin miktarlar
3.5.8 Nitrik Oksit Seviyesinin Ol¢iilmesi

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu
hiicrelerinde Nitrik Oksit aktivitesi ortalama0,23 uM, uvB uygulanan kontrol
grubunda 0.22 uM, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise 0.19 uM olarak
Ol¢iilmiistiir. Keratokonus grubu hastalarina bakildiginda uvA uygulanan
keratokonuslu grupta ortalama Nitrik Oksit aktivitesi 0.31 uM, uvB uygulanan
keratokonuslu grupta 3.46 uM, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama

0.29uM olarak 6l¢tilmiistiir.
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Sekil3.20.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hastalarinda Nitrik Oksit Aktivitesini

miktarlari
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3.5.9.0rik Asit Miktarimin Olciilmesi

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu
hiicrelerinde Urik asit miktar1 mililitrede ortalama0.38 nmol, uvB uygulanan kontrol
grubunda 0.49 nmol, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise 0.53 nmol
olarak ol¢iilmiistiir. Diger yandan uvA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama 0.80
nmol, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 0.62 nmol, uv uygulanmayan

keratokonuslu grupta ise ortalama 0.49 nmol {irik asit ol¢iilmiistiir.
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Sekil3.21.Kontrol ve Keratokonus Hiicrelerinde Urik Asit Miktarlar1
3.5.10 Lipit Peroksidasyon (MDA) Seviyesinin Olgiilmesi

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu
hiicrelerinde Malondialdehit (MDA) miktar1 1 mg proteinde ortalama0.55 nmol
MDA, uvB uygulanan kontrol grubunda 0.88 nmol, uv uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerinde ise 0.71 nmol olarak Olglilmiistiir. Diger yandan uvA uygulanan
keratokonuslu grupta 1 mg proteinde ortalama 0.49 nmol MDA, uvB uygulanan
keratokonuslu grupta 0.48 nmol, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama
0.76 nmol MDA olarak 6l¢iilmiistiir
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Sekil3.22.Kontrol ve Keratokonus Hastalarinda MDA Miktarlari
3.5.11Askorbik Asit Miktarmin Ol¢iilmesi

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gére, uvA uygulanmis kontrol grubu
hiicrelerinde Askorbat konsantrasyonu ortalama0,285 uM, uvB uygulanan kontrol
grubunda 0.279 uM, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise 0.280 uM olarak
Ol¢iilmiistiir. Keratokonus grubu hastalarina bakildiginda uvA uygulanan
keratokonuslu grupta ortalama Askorbat 0.281 uM, uvB uygulanan keratokonuslu
grupta 0.283 uM, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 0.282 uM

olarak Ol¢tilmiistiir.
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Sekil3.23.Kontrol ve Keratokonus Hucrelerinde Askorbat Konsantrasyonlari
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3.5.12 Glutatyon Seviyesinin Olgiilmesi

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu
hiicrelerinde Glutatyon konsantrasyonu ortalamal.172 ng, uvB uygulanan kontrol
grubunda 1.181 ng, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise 1.152 ng olarak
Olciilmiistiir. Keratokonus grubu hastalarina bakildiginda uvA uygulanan
keratokonuslu grupta ortalama Glutatyon 1.217 ng, uvB uygulanan keratokonuslu
grupta 1.301 ng, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 1.317 ng

olarakolgiilmustiir.
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Sekil3.24.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hiicrelerinde Glutatyon Seviyesi
3.5.13Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Aktivitesinin Olciilmesi

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu
hiicrelerinde Nitrit Oksit Sentaz konsantrasyonu ortalama4.63 muU/mg, uvB
uygulanan kontrol grubunda 4.86 mU/mg, uv uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerinde ise 3.84 mU/mg olarak oOl¢iilmiistiir. Keratokonus grubu hastalarina
bakildiginda uvA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama Nitrit Oksit Sentaz 3.13
mU/mg, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 2.55 mU/mg, uv uygulanmayan

keratokonuslu grupta ise ortalama 2.37 mU/mg olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil3.25.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hiicrelerinde Nitrik Oksit Sentaz

Aktiviteleri

3.5.14Hidrojen Peroksit (H202) Miktarmin Ol¢iilmesi

okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina goére, uvA uygulanmis kontrol grubu

hiicrelerinde H2O> konsantrasyonu ortalama0,34 uM,

grubunda 0.39 uM, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise 0.38 uM olarak
Olciilmiistiir. Keratokonus
keratokonuslu grupta ortalama H20, 0.35 uM, uvB uygulanan keratokonuslu grupta

0.40 uM, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 0.38 uM olarak

Olclilmiistiir.
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Sekil3.26.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hiicrelerinde H2O» Miktarlar1 3.5.15
NAD/NADH Miktarinin Ol¢iilmesiELISA okuyucu ile elde edilen grafik
sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu hiicrelerinde NADHKkonsantrasyonu
ortalama0,66 uM, uvB uygulanan kontrol grubunda 0.73 uM, uv uygulanmayan
kontrol grubu hiicrelerinde ise 0.79 uM olarak 6l¢iilmiistiir. Keratokonus grubu
hastalarina bakildiginda uvA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama NADH
miktar10.54 uM, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 0.49 uM, uv uygulanmayan
keratokonuslu grupta ise ortalama 0.51 uM olarak 6l¢tilmiistUr.
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Sekil3.27.Kontrol ve Keratokonus GrubuHiicrelerinde NADH Miktarlar:
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3.5.16 Nitrotirozin Miktarimn Olgiilmesi

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu
hiicrelerinde 3-Nitrotirozinkonsantrasyonu ortalamal.06 ng, uvB uygulanan kontrol
grubunda 1.55 ng, uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise 1.17 ng olarak
Olciilmiistiir. Keratokonus grubu hastalarina bakildiginda uvA uygulanan
keratokonuslu grupta ortalama 3-Nitrotirozin miktar11.31 ng, uvB uygulanan
keratokonuslu grupta 1.08 ng, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama

1.87 ng olarak Ol¢tilmiistiir.
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Sekil3.28.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hiicrelerinde Nitrotirozin Miktarlari
3.5.17 Ferritin Miktarinin Olciilmesi

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuglarina gore, uvA uygulanmis kontrol grubu
Ferritinkonsantrasyonu ortalama54.5 ng, uvB uygulanan kontrol grubunda 57.9 ng,
uv uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinde ise 87.5 ng olarak Olgiilmiistiir.
Keratokonus grubu hastalarina bakildiginda uvA uygulanan keratokonuslu grupta
ortalama Ferritin miktari87.7 ng, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 74.7 ng, uv

uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 57.8 ng olarak ol¢iilmiistiir.
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Sekil3.29.Kontrol ve Keratokonus Hiicrelerinde Ferritin Miktarlari

3.5.18DNA Hasarinin Belirlenmesi
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Sekil3.30.Kontrol ve keratokonus hucrelerinde DNA hasarinin miktarini
belilenmesi amaciyla apurinik/aprimidinik (AP) bdlgelerinin sayisini gdsteren
grafik
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4 TARTISMAVE SONUC

Keratokonus hastaliginin etyopatojenezi tam olarak aydinlatilamamis olmasina
ragmen, cesitli ¢aligmalarda antioksidan sistemle ilgili ¢ok sayida bozukluk tesbit
edilmistir. Keratokonusta goriilen patolojilerin ¢ogu (stromada incelme, kollajen
liflerinde dizorganizasyon, Bowman membraninda ¢atlaklar, Desme membran riiptiirti
gibi) stromada meydana gelmektedir. Zaten kornea kalinliginin %90’1mi1 da stroma
tabakas1 olusturmaktadir. Bu nedenle yapilan caligmalarin ¢ogunda patolojinin
kaynagi olarak stroma gdzoniine alinmakta ve incelenmektedir.

Kornea epiteli 50 mikron kalinligiyla kornea kalinliginin  %10’unu
olusturmaktadir. Ancak korneaagisindan ¢cok 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Bunlardan
biri de UV ismlarinin filtrelenmesidir. UV-A 1sinlart goriiniir 1518a en yakin
dalgaboyudur ve dokulara zarari nisbeten daha azdir. UV-A 1sminin az bir kismi
epitelde, ¢ogunlugu stromada, geri kalan az bir oran1 da lenste absorbe edilir. UV-B,
daha kisa dalgaboyundan olusur, daha fazla enerji tasir ve dokuya daha fazla zarar
Verir.

Kornea epiteli, UV-B nin zararli etkilerine karsi gii¢lii antioksidan savunma
sistemleriyle donatilmistir. Tezimizde bu enzimlerin normal kornea epitelinde ve
keratokonuslu epiteldeki seviyelerini inceledik ve UV-A ve UV-B nin etkisiyle bu
enzim seviyelerinde olusan degisimlere baktik.

UV uygulanmayan keratokonus ve normal kontrol hiicrelerindeki antioksidan
enzim seviyelerini inceledigimizde, ALDH, NOS, NAD/NADH, TAS aktivitelerinin
keratokonuslu epitelde azalmis oldugunu, G6PD nin ise yiikselmis oldugunu
goriiyoruz. Azalmis antioksidan enzimlerden dolay1 keratokonus hiicreleri oksidatif
strese kars1 daha dayaniksiz hale gelir. G6PD enziminin yiiksekligi, oksidatif strese
kompansatuar bir yanit olabilir. NO ve NT seviyeleri de keratokonuslu hiicrelerde
anlaml sekilde yiiksek bulunmustur. NO, ¢ok kisa omiirlii bir serbest radikaldir ve
hiicre i¢i haberlesmede kullanilir, ancak siiperoksit radikallerinin yiiksek oldugu
ortamlarda “peroksinitrit” olusturarak doku hasarina neden olabilir (Buddi, 2002).
Peroksinitrit molekiilleri proteinlerle birleserek oldukga stabil olan Nitrotirozin’i (NT)

olusturur. NT seviyelerinin yiiksek olmasi, ortamda peroksinitrit ve nitrojen kaynakli
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oksidan molekiiller oldugunu gosterir. Keratokonuslu hiicrelerde ¢ikan NT yiiksekligi,
baska ¢aligmalarda da gosterilmistir (Buddi, 2002).

Epitel hiicrelerine UV-A uygulandiktan ve 24 saat kiltiir ortaminda inkiibe
edildikten sonra yapilan 6l¢iimlerde, Katalaz (CAT) ve Urik Asit seviyelerinin
keratokonuslu hiicrelerde normallere gore anlamli olarak yiikseldigini gormekteyiz.
Ote yandan, ALDH ve TAS ise diisiik kalmaktadir. ALDH ve Urik Asit, olusan
oksidatif yiike cevap olarak yiikselmis olabilir.

Epitel hiicrelerine UV-B uygulandiktan ve 24 saat kiiltiir ortaminda inkiibe
edildikten sonra yapilan dl¢limlerde, katalaz ve iirik asitte UV-A dan sonra goriilen
artis gozlenmemistir. Diger enzimlerde ise UV-A dakine benzer farkliliklar olmustur.

Keratokonus hiicreleri UV uygulamasina gore de 3 grupta incelendi (UV-A, UV-
B, UV-YOK). istatistiksel olarak anlamli ¢ikan sonuglar Katalaz, G6PD, NOS ve NT-
3 olarak bulundu. UV-B uygulanan grupta katalaz diger gruplara gore diisiik, G6PD
ise yiiksek bulundu. NOS ise UV-A ve UV-B grubunda UV uygulanmayan gruba gore
yiiksekti.

Kontrol hiicreleri de UV uygulamasina gore incelendiginde; GPX, G6PD, MDA,
NOS ve Ferritin’de anlaml1 farklilik izlendi. GPX UV-A grubunda diger gruplara gore
diisiiktii. G6PD ve MDA UV-B grubunda yiiksek bulundu. UV uygulanmayan grupta
NOS seviyesi diisiik, Ferritin seviyesi ise yliksekti.

Antioksidan enzimlerin expresyon seviyeleri incelendi. Enzim ifadelerine bakilan
ALDH, GPX ve SOD enzimleri incelendiginde; ALDH ifadesinin keratokonus
grubunda kontrol grubuna gore belirgin sekilde yiiksek oldugu gozlendi. Keratokonus
grubunda ALDH enzim seviyesi diisiikken expresyon seviyesinin yiliksek olmasi,
translasyon asamasinda bir problem oldugunu disiindiiriir. GPX enzimi de
keratokonus grubunda kontrol grubuna goére anlamli yiiksek bulunurken, ayni
yiiksekligin UV-B uygulamasi sonrast da devam ettigi, ancak UV-A sonrasi
goriilmedigi izlenmektedir.

Hiicrelerin UV absorpsiyonu incelendiginde Keratokonus ve kontrol gruplarinin
birbirlerinden bariz sekilde farklilastigi goriildii. Her 3 keratokonus grubunda da
kontrol gruplarina gére UV absorpsiyonu anlaml diisiiktii. Keratokonus ve kontrol
gruplar1 arasindaki en belirgin farkin UV-A sonras1 grupta en fazla oldugu, ondan
sonra UV uygulanmamis grup, en sonra da UV-B grubu gelmekteydi. Bu bulgularin

keratokonus patojenezinde c¢ok o©nemli olabilecegi ortadadir. Ozellikle UV-A
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maruziyetinden sonra keratokonus epitelinin UV gegirgenligi artarken, normal epitelin
ise UV gecirgenligi azalmaktadir. Bu bulgu, epiteldeki UV defans mekanizmalarinin
normal epitelde hizla devreye girdigini, ancak keratokonus epitelinde bir sekilde
devreye giremedigini diistindiirmektedir.

Keratokonus ve kontrol grubu DNA hasar1 yoniinden incelendiginde iki grup
arasinda anlaml fark bulunamamigtir. Ozellikle UV-B nin direk DNA hasar1 yapici
Ozelligi gozoniine alindiginda en azindan bu grupta DNA hasarinin goézlenmesi
beklenirdi. Bu durum, keratokonus patojenezinde direk DNA hasarmin s6z konusu
olmadigini diisiindiirmektedir.

Tez kapsaminda hiicre ylizey hasarini incelemek {izere SEM incelemesi yapilmasi
da planlanmist, ancak calismanin bu déneminde Kirikkale Universitesinin SEM
cihaz1 arizalandi. Corum Universitesi ile anlasilarak ornekler hazirlanip oraya
gonderildi. Orada da 6rneklerin uygun sekilde muamele edilmemesinden dolay1 sonug
alimamadi. Bu asamadan sonra vakit yetersizligi nedeniyle bu inceleme yapilamadi.
Sonuc olarak;

Bu ¢alismada keratokonuslu kornea epiteli ile normal kornea epitelinin
antioksidan mekanizmalar1 incelenmis, bu hiicrelerin UV-A ve UV-B ye olan
cevaplari ve UV gecirgenlikleri degerlendirilmistir.

Bu ¢alismadan 6nemli bilgiler elde edilmistir: Birincisi, keratokonuslu epitelin
UV absorbansinin normal epitele gore daha fazla olmasidir. Bu nedenle stromaya daha
fazla UV-B gegmekte ve muhtemelen UV-B ye bagli stroma hasar1 olusmaktadir.
Ayrica, UV-A maruziyetinden sonra keratokonus epitelinin UV absorbansi daha da
azalmaktadir. ikinci olarak, epitelde bulunan gok sayida antioksidan enzimden bir
kismi keratokonusta azalmistir. En basta ALDH olmak tizere bu antioksidanlarin eksik
olmast nedeniyle keratokonus epitelinde Total Antioksidan Status da diisiik
cikmaktadir. Muhtemelen, epitelde biriken reaktif oksijen tiirevlerinin Bowman
membrant ve stromaya geg¢mesiyle buralarda hasar ve enflamasyon olmaktadir.
Ugiinciisii, ALDH enzimi keratokonus epitelinde diisiik seviyedeyken, expresyonu

yiiksek seviyededir. Bu da translasyon agamasinda bir sorun oldugunu gostermektedir.
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