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ÖZET 

 

KORNEA EPİTEL HÜCRE KÜLTÜRÜNDE ASTAKSANTİNİN ANTİOKSİDAN 

AKTİVİTESİNİN MOLEKÜLER BİYOLOJİK ARAŞTIRILMASI 

 

AKDAĞ, Şükran 

Kırıkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans tezi 

Danışman:Doç. Dr. Mustafa Türk 

ŞUBAT 2017 101 SAYFA 

 

       Keratokonus, henüz sebebi bulunamamış ve oluşumundaki sebepleri 

incelenmeye devam eden bir göz hastalığıdır. Epitel ve stroma hücrelerinde yüksek 

seviyede UV ışınlarına maruzat sebebiyle oksidatif stres yoğun olarak yaşanır ve bu 

hücreler güçlü bir antioksidan sisteme sahiptir. Keratokonusta oksidatif streste artış 

gösterilmiş olsa da, antioksidan mekanizmadaki değişiklikler bu tez ile açığa 

çıkarılmıştır.  

        Keratokonus ile ilgili henüz genetik bir sebep bulunamamasına rağmen 

çevresel etkenlerden en önemlisi güneş ışınlardaki yüksek enerjili mor ötesi (UV) 

ışınların gözde ciddi etkiler oluşturmasıdır. Güneş ışınlarındaki yüksek enerjili UV 

ışınları üç kısma ayrılır ve en yüksek enerjili olan UV-C atmosferde soğurularak 

yeryüzüne neredeyse hiç ulaşmaz. UV-B çoğunlukla kornea epitel ve stroma 

hücrelerinde, UV-A ve kalan UV-B’nin de tamamı lens tarafından soğurulur. Kornea 

epiteli hücreleri UV-B’ye doğrudan maruz kalan ilk hücre tabakasıdır ve olumsuz 

etkilerin önlenmesi için yüksek miktarda antioksidan molekül ve enzim ifadesi 

bulunmaktadır. Keratokonuslu hücrelerde DNA hasarı durumu incelenmiş fakat 

önemli bir fark bulunamamıştır.Antioksidan enzimlerinin miktarları ve aktiviteleri de 

hem normal-keratokonuslu kornea epitel hücrelerinde hem de UV-A/B ile maruz 

bırakılan epitel hücrelerinde incelenmiştir. Enzim olmayan moleküller de oksidatif 

stres ile mücadelede UV emilimi açısından önemli bir rol oynar. Keratokonuslu epitel 
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hücrelerinde bu moleküllerin azalması veya UV-A/B maruzatı ile ifade değişikliğinin 

bulunmaması sorun olabileceği şüphesini çıkartır. Çalışmalar kapsamında enzim 

olmayan antioksidan moleküller glutathione, C-vitamini, E-vitamini, NADPH ve 

Ferritin incelenmiştir. Epitel hücre kültürlerinin normaller ile ve UV-A/B maruzatı 

durumu ile karşılaştırmalı olarak toplam antioksidan kapasitesi incelenmiştir. Bunun 

yanı sıra, aynı şekilde antioksidan aktiviteleri ve miktarları açısından incelenen 

enzimler SOD-1, SOD-2, ALDH, Catalase, G6PD, Glutathione Peroxidase, ve 

Glutathione Reductase enzimleridir. Antioksidan enzimlerinin transkripsiyon ya da 

translasyonun hangi aşamasında problem oluşturduğunun anlaşılması için ise hem 

qPCR analizleri hem de protein seviyesinde ELISA testleri gerçekleştirilmiştir. 

Antioksidan mekanizmasının son ürünleri olan NO sentaz, NO, H2O2 ve 

NADH miktarları da incelenmiştir. Tüm bu analizler sayesinde keratokonus 

hastalığının epitel tabakadan kaynaklanabileceğine dair önemli bulgular elde 

edilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: keratokonus, epitel, UV-A, UV-B, antioksidan, oksidatif 

stres,hücre kültürü 
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ABSTRACT 

MOLECULAR BIOLOGICAL INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY 

OF UV-A AND UV-B IN THE PRIMARY KORNEA EPITHELIAL CELL 

CULTURE 

 

AKDAĞ, Şükran 

Kırıkkale University 

Grade School of Naturel and Applied Sciences 

Department Of Biology, Graduate Thesis 

Supervisor:Doç. Dr. Mustafa Türk 

FEBRUARY2017,101 Pages 

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 
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better about the point of problem during transcription and translation, both qPCR and 

ELISA methods have been applied. 

The end products of antioxidant mechanism, NO synthase, NO, H2O2 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.GİRİŞ 

1.1. Gözün Anatomisi ve Fizyolojisi 

Göz küreleri (glob; bulbus okuli), orbita boşluğu içinde bağ dokusundan zengin bir 

yağ yastığına yerleşmiş görme duyusunda fonksiyonunda görevli olan bir çift organdır. 

Göz; oldukça gelişmiş, karmaşık fotosensitif (ışığa duyarlı), şeklini,ışık şiddetini ve 

nesnelerden yansıyan renklerin analizini yapan  organdır. Göz tabakadan oluşur: göz 

akı (sert tabaka),damar tabaka v ağ tabakadır[1-3]. Göz küresinin gösterimi Şekil1.1‟ 

de verilmiştir. 

 

Şekil1.1Gözün şematik kesiti [4] 

 

1.1.1. Kornea 

Sert yapısı sebebiyle göz içindeki dokuları hasara karşı koruyan bir bariyerdir. 

Korneanın üzerini örten gözyaşı film tabakası vardır. Bu film tabakasıyla birlikte 

düzgün kırıcı ortam oluşturup gözü yapısal hasara ve enfeksiyona karşı koruyan 

kornea beş katlı bir yapıya sahiptir. Bu katlar; epitel, Bowman zarı, stroma, Descement 

membranı ve endoteldir ve şartlarda kan ve lenf damarları içermez[5,6]. 
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Şekil1.2. Korneanın mikroskobik anatomisi[7]. 

 

1.1.1.1.Epitel Tabakası:  

Kornea epiteli, korneanın en dışında yer alır. Sıkı ve koruyucu özellikte beş veya yedi 

tabası bulunabilen ve yassı epitel yapısındadır. Gözyaşı sıvısını stromaya geçişini 

epitel hücreleri arasındaki sıkı bağlantılar engeller. Bazal hücre tabakası rejeneratif 

özelliğine sahiptir ve limbal kök hücrelerden meydana geldiği düşünülmektedir. Bu 

hücreler devamlı larak çoğalırlar ve farklılaşıp diğer tabakaları oluştururlar. Bu 

farklılaşma tüm epiitelin yenilenmesini sağlar. Bu farklılaşma 7 ila 14 gün arasında 

tamamlanır. Bazal membran gerçek bir membran yapısındadır. Laminin, Tip IV 

kollojen, fibronektin ve fibrin içerir ve bazal membran rejenerasyon yeteneğine sahip 

değildir[8,9]. 

 

1.1.1.2. Bowman Membranı: 

Bowman membranı hücre içermediğinden hasar gördüğünde kendini yenilemez. Bu 

membran Tip I ve V kollojenden ve bunların arasını dolduran Tip VI kollojen 

filamanları ve proteoglikanlardan oluşur.  Bowman zarınının kalınlığı yaşam boyu 

sabittir [9]. 

1.1.1.3. Stroma:  

Korneal kalınlığının %90’ını kornea stroması oluşturmaktadır. Stromamnın ana 

hücresi keratosittir ve ortalama ömürleri 2-3 yıldır. % 78’isu olan stromanın geriye 

kalan ağırlığın %70’i kollajen lifler tarafından oluşturulmaktadır. Kollajen lifler 

keratositler tarafından sentezlenmektedir. Kornea strosasında kollojenler; Tip III, IV 
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ve VI kollajen bulunmakta ve büyük çoğunluğu tip I kollajendir.  Stromadaki kollejen 

lifler düzenli dizilir. Buda korneanınsaydamlığı için büyük önem taşır kollejendeki 

fibriller 34-40 nm çapındadır ve olup 20-50 nm aralıklarla dizilirler. Stromada 

ortalama 200-250 2 μm genişlikte kollajen lameli mevcuttur [10]. 

 

 

Şekil1.3. Korneanın histolojik katmanları[11] 

1.1.1.4. Dessement Membranı:  

Kollojen fibrillerinin birleşmesiyle oluşan endotelin bazal membrandır. Kalınlığı 3-

12 mikron asellüler bir zar olup stromanın arka yüzeyini kaplamaktadır[12]. 

1.1.1.5. Endotel: 

Tek sıra hücreden oluşan ve korneanın arka yüzeyini kaplayan tabakadır. Bu tabaka 

yaklaşık 500000 hekzagonal hücre bulunmakta ve bu hücreler rejenere olmadıkları 

için yaşlandıkça azalır Yenidoğan yaklaşık 5000 hücre/mm² iken korneadaki büyüme 

ve yaşa bağlı hücre ölümleri nedeniyle 20 yaşında ortalama 3000 hücre/mm²’dir. 

Sonraki yıllar ortalama % 0,6 oranında azalmaktadır[13]. 

 

1.2. Keratokonus (KK); 

Keratokonusun korneanın diğer hastalıklarından farklı bir hastalık olduğu ilk defa 

1854 yılında John Nottingham tarafından tanımlanmıştı[14]. 
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1.2.1. Keratokonusun Tanım ve Epidemiyolojisi 

Keratokonus korneanın dikleşip ve incelmesiyle karakterize olan, ilerleyici 

noninflamatuar bir hastalıktır. Myopik astigmatizması olan her genç erişkinde 

keratokınus olduğu düşünülmektedir[15]. Korneanın zayıflaması ve incelmesiyle 

oluşan, genetik ve çevresel etkenlerin ortak sebep olduğu,kornea nakline kadar varan 

şiddetlerde görülen ve dünya çapında gençlerde rastlanan bir görme rahatsızlığıdır 

[16]. 

 

Şekil1. 4. Normal ve keratokonuslu kornea [17] 

 

1.2.1. Keratokonusun Etyopatogenezi 

Keratokonusun patogenezinin anlaşılabilmesi için birçok biyokimyasal ve 

epidemiyolojik yapılmış olmasına rağmen altta yatan biyokimyasal ve etiyolojik 

temeller çok az anlaşılmıştır. Keratokonusun etyolojisinde birdençok faktörün rol 

oynadığı düşünülmekte ve bunlardan bazıları aşağıda açıklanmıştır [18]. 

 

1.2.1.1. Genetik  

Kalıtımın keratokonus etiyolojisinde kalıtımın rolü net bir şekilde ortaya 

konulmamıştır.Olguların sadece % 10’unda keratokonusun çocuklara aktarıldığı 

görülmüştür[19].Wang ve ark. Yaptığı çalışmada keratokonus olgularının birinci 
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derece akrabalarındaki keratokonus yaygınlığının normal popülasyona göre daha fazla 

olduğu bulunmuş, bu artısın da genetik etkiye bağlı olduğu düşünülmüştür[20]. 

1.2.1.2. Ekstrasellüler Matriks Anormallikleri 

Korneal şeffaflığını, Glikoprotein ve proteoglikanların içine gömülü halde bulunan 

sıkıca paketlenmiş kollajen liflerinden oluşan kollajen lamelllerının, eşsiz korneal 

stromal matriksi sağlar. Kornea şeffaf olabilmesi için; Küçük kollajen fibril çapı ve 

interfibriller boşluk düzenliliği gerekli fiziksel özelliklerdendir.Stromal 

proteoglikanların,  kornea kollajen fibrilleri ile yakından ilişkili olduğu ve stromanın 

önemli bir bileşeni olduğu düşünülmektedir[21]. 

Keratokonuslu gözlerde kollajen lamellalar arası ve lamellaların içindeki yanlış 

yerleşimler ve kaymalar korneal eğriliklerdeki değişiklerle ilişkilendirilmiştir[22]. 

Keratokonus; Ti p XII kollajen kornea epitel bazal membran bölgesi ve stromal 

matrikste azaldığı görülmüştür[23].  Keratokonus patogenezinde korneadaki bowman 

tabakası ve Descemet membranında tip IV kollajenin azalmasının rol oynayabileceği 

bildirilmiştir [24] . 

1.2.1.3.Enzim Anormallikleri 

Matriks Metalloproteinaz (MMP) stromada bulunan bir enzimdir ve yıkımdan 

sorumludur. Bu enzim proteinaz inhibitörlerlerini inflümasyonu, ülserasyon ve yara 

iyileşmesinde korneanın korunmasında önemli rolleri vardır[25]. Yapılan çalışmalarda 

keratokonusta normal korneaya göre daha çok kollejenaz aktivitesi var.  Son yılda 

keratokonus patogenezinde proteinaz faaliyetlerin sorumluğunu olduğunu gösteren 

çok sayıda çalışma vardır[26]. 

 

1.2.1.4.Apopitoz 

Apoptozis; programlanmış hücre ölümüdür. Canlılarda normal gelişimde,hastalıklarda 

ve yara iyileşmesinde ortaya çıkar[27]. Kornea epitelinin kronik, tekrarlayan 

kaldırılmasının stromal apoptozisi uyardığı yapılan hayvan çalışmalarında 

gösterilmiştir. Buda keratokonus olgularında, sert gaz geçirgen kontakt lens 

kullanımına bağlı olarak veya genetik yapı durumunda olduğu gibi yoğun göz 

ovuşturması ikincil kronik irritasyonun apoptozise yol açabileceğini 

düşünmektedir[28,29].  

Yapılan çalışmalar apoptozisi 2 mekanizmanın uyarabildiği gözlemlenmiştir. 

Bunlardan ilki transmembran fosfotirozin fosfatazı olan LAR (Leucocyte common 
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antigen related protein)’ın apoptozisi uyardığı belirtilmiştir. İkinci mekanizma ise 

apoptozisi inhibe eden TIMP-1’in (matriks metalloproteinazların doku inhibitörü) 

keratokonuslu kornealarda düşük düzeylerde bulunmasıdır[30]. 

1.2.1.5.Sinyal iletim Anormallikleri 

Proteinaz inhibitörünün (α1) promotor aktivitesini baskılayan ve bunun sonucunda bu 

enzimin düzeyini düşüren bir transkripsiyon faktörü olan Sp1’in, keratokonuslu 

kornealarda arttığı gösterilmiştir[31].Ayrıca bir fosfotirozin fosfataz enzimi ve 

LAR’ın keratokonuslu kornealarda arttığı gösterilmiştir. Fosfotirozin fosfatazların 

görevleri tirozin molekülünden bir fosfatı uzaklaştırmaktır[32].Tirozinin, bu 

defosforilasyonu ile LAR hücre içi sinyalizasyonu etkilemekte ve apoptozisi 

uyarmaktadır [ 30]. 

1.2.1.6.Oksidatif Hasar 

Lipid peroksidasyon ve nitrik oksit yolu sonucu oluşan sitotoksik ürünlerin 

kereatoknuslu kornealarda biriktiği gözlenmiştir[33-42]. Ayrıca kantakt lenslerin nede 

olduğu mekanik travmaultraviyole ışık, yoğun göz ovşturmak oksijen radikallerinin 

kaynağı oksidatif strese sebep olabilmektedir[30]. 

Aldehid dehidrogenaz sınıf 3 enzimi reakif aldehidlerin uzaklaştırılmasında rol oynar 

ve keratokonuslu kornealarda düşük seviyelerde bulunmaktadır[43].keratokonuslu 

kornealarda süperoksit dismutaz düzeyi düşüktür. Süperoksit dismütaz serbest 

radikaller ve süperoksitler gibi reaktiflerin uzaklaştırılmasında 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 hastalarında tedavinin çeşitli aşamaları vardır. Bu aşamalardaki amaçlar; 

hastanın yaşamını devam ettirebilecek kadar görme keskinliği sağlama, hastalığın 

ilerlemesini durdurmave mümkün olduğu kadarıyla kornea nakli gibi cerrahi işlem 

gerektiren işlem yerine işlem gerektiren yöntemler kullanarak nakil ihtiyacını 

engellemek veya ileri yaşlara ertelemektir[46].  
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1.2.2.1 Cerrahi Dışı Tedaviler 

A) Gözlükle düzeltme durumlarda: gözlük hafif keratokonus vakalarında miyopi ve 

astigms düzeylerinde kullanılır. Ki bu evrede gözlük yeterli olacak görme keskinliği 

sağlar. Düzensiz astigma, reaktif kussru çok kısa sürede değişmesi vb. gözlük verilir. 

B)    Kontakt lensle düzeltme: kontak lens, korneanın ön yüzeyini kaplayıp ve düzenli 

sferik bir optik yüzey sağlayarak düzensiz astigmayı düzeltebilir. Kontak lens 

hastalığın ilerleyip ve veya ilerlemesini durdurucu bir etkisi yoktur. Keratokonus sert 

gaz geçirgen kontak lens, yumuşak kontakt lensler, sert-yumuşak kontakt lens 

kombinasyonları ve sklera lenslari kullanılabilir. 

1.2.2.2.Cerrahi tedaviler 

A)  Korneal kollajen çapraz bağlanma (CXL) tedavisi: Cerrahi tedaviler içerisinde 

keratokonus ilerlemesini durdurduğu gösterilmiş tek tedavi yöntemidir [47].Korneal 

kollajen çapraz bağlanma tedavisi korneal kollajenler arasındaki kovalent bağları arttır 

ve kollajen matriks biyomekaniğini güçlendirerek keratokonus ilermesini durdurmayı 

amaçlayan bir tedavi yöntemidir[48]. 

B) Intrastromal korneal halka (INTACS) tedavisi: santral korneayı düzleştirmek 

amacıyla stromanın derinine cerrahi yöntemle yerleştirilen, kavisli yay benzeri 

segmentlerdir.  Bu segmentler polimetilmetakrilattan üretilir. Keratokonusta 

uygulanan INTACS tedavisi geri dönüşlü bir cerrahi bir tekniktir.INTACS 

keratokonusta marjinaldejanerasyon hastalıkların tedavisinde popülaritesi artan bir 

yöntrmdir[50]. 

C) Penetran keratoplasti: Keratokonus nedeniyle sert kontakt lens kullanan hastalarda 

daha sonraki yıllarda penetran keratoplastiye ihtiyaç duyulabilmektedir. Kontakt lens 

intoleransı, santral kornea skarı gelişmesi ve görmenin arttırılamaması gibi nedenlerle 

keratokonus hastalarında keratoplasti yapılmaktadır. Penetran keratoplasti sonrasında 

gelişen yüksek astigmatizma ve greft rejeksiyonu gibi komplikasyonlar alternatif 

tedavi seçeneklerini ön plana çıkarmaktadır. 

D)    Derin anterior lameller keratoplasti (DALK): Bu teknikte lameller cerrahide en 

büyük sorun olan ara yüzeyi ortadan kaldırmak için descement membranına kadar 

inmek amaçlanmıştır. 400 µm periferik trepenasyon sonrası derin stromaya hava 

injeksiyonu yapılarak posterior stroma ile descement membranı arasındaki hava 

aracılığı ile bir disseksiyon planı oluşturulur. Daha sonra ön stroma bıçaklar ile diseke 

edilerek büyük kabarcık olan alana bıçak ile girilir ve posterior stroma alıcı yataktan 
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uzaklaştırılır. Hazırlanan donör korneanın endoteli soyularak alıcı yatağa sütüre edilir. 

Yöntem kornea endotelini yerinde bırakması ve lameller ara yüzey olmaması nedeni 

ile teorik olarak penetran cerrahi tekniklere üstün görülmektedir[51]. 

1. 3.Hücre Kültürü 

Hücre kültürü; canlı bir doku veya organdan alınan küçük bir parçanın in vitro ortamda 

büyütülmesi ve çoğaltılması işlemine verilen isimdir[52]. Hücre kültürü yönteminin 

temel ilkesi, canlı dokulardan alınan parçaların in vitro koşullarda yaşama ve 

üremelerini sağlamaktır. Tüp, şişe gibi laboratuvar gereçlerinde uygun besleyici 

sıvıların içinde üretilerek kullanılan canlı dokulardır. Bu amaçla çeşitli canlıların 

(insan, maymun, fare, tavşan gibi) çeşitli dokuları (böbrek, akciğer, tümör, amniyon 

zarları) önce parçalanarak tek tek hücrelere ayrılırlar. Bu hücreler çeşitli tuzlar, tampon 

maddeleri, aminoasitler, vitaminler, dana veya at serumu içeren besleyici sıvılarda 

süspanse ederek steriltüp veya şişelere koyulur. Bu hücre süspansiyonu 36 ºC’de 

bekletildiğinde hücreler kabın çeperine yapışarak ürerler[145,146]. Hücre kültürü 

çalışmalarında iki tip hücre kullanılır. Bunlar primer hücreler ve devamlı hücre 

hatlarıdır. Primer hücre kültürleri doku ve organlardan ayrılan hücrelerin 24 saatten 

daha uzun süre kültür edilmesiyle elde edilir. Diş eti ve pulpa fibroblastları, primer 

kültür hücrelerine örnektir. Primer hücre kültürlerinde çoğalan hücreler buradan alınıp 

başka kültürlere ekilebilir ve çoğaltılabilir. Bu şekilde elde edilen ilk alt kültürlere 

sekonder hücre kültürleri denir ve bir seri kültür işlemlerinden sonra hücre hatları elde 

edilir. Fakat primer kültürlerin insandan izole edilmesi ve kültürünün yapılması 

oldukça zordur. Primer kültürler farklı bireylerden alındığı için fonksiyonel durumları 

yansıtması farklıdır. Devamlı hücre hatları süresiz çoğalabilme özelliğine sahip 

transformasyona uğramış primer hücrelerdir ve daha stabil bir fenotipe sahiptir. 

Devamlı hücreler meydana gelen transformasyondan dolayı in vivo özelliklerinin 

tümünü koruyamazlar. Devamlı hücre hatları kolaylıkla çoğaltılabilir. Çalışmalarda 

sıklıkla kullanılan devamlı hücre hatları fare fibroblastları ( L-929, 3T3) veya insan 

epitelyal hücreleridir (HeLa). Ayrıca çalışmalarda insan ve hayvan pulpa hücreleri, 

insan THP-1 monositleri ile immortalizefare odontoblast hücre hatlarıda 

kullanılmaktadır [145,147,148]. 
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1.4.Elektromanyetik Spektrum Bölgeleri 

Elektromanyetik dalgaların özelliklerine göre sınıflandırılıp türlerinin dalga boyu veya 

frekanslarına göre sıralanmış, gama ışınlarından çok düşük frekanslı elektromanyetik 

dalgalara kadar uzanan dizilimlere elektromanyetik spektrum denir. Elektromanyetik 

dalgaların frekansı artıkça enerji artar yani en düşük frekanslı elektromanyetik dalgalar 

en düşük enerjiye sahiptir ve spektrum süreklidir[53]. 

 

Şekil1. 5. Elektromanyetik spektrum ve görünür ışık spektrumu. 

 

Çizelge1.1. Elektromanyetik spektrumdaki ışınlar ve dalga boyları 

IŞINLAR     DALGA BOYLARI  

 

         Kozmik Işınlar 

         Gama Işınları                       <0,1A0 

         X Işınları                              0,1-100A0 

         Vakum                                 10-200 nanometre (nm) 

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

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

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

         Görünür Işınlar                    400-700 nanometre (nm) 

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

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

         IR Ötesi                               5,6-1000 mikrometre (μm) 

         Mikrodalgalar                      1-5 milimetre (mm) 

         Radyo Dalgaları                   >5milimetre (mm) 
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1.4.1.Ultraviyole ışınlar 

Güneşten gelen zararlı ultraviyole ışınlar(UV)’ın %90’nı dünyaya ulaşmaz. Çünkü 

ulaşmasını ozon tabakası engeller. UV ışınları UV-A,UV-B,UV-C olmak üzere üçe 

ayrılır[54]. 

Yeryüzüne ulaşan güneş radyasyonunun %5’ini oluşturmaktadır ve 100-400 nm dalga 

boyu aralığındadır. Bu aralığın %95-98’i UV-A ve %2-5’i UV-B’dir. UV-C ise ozon 

tabakası tarafından emildiğinden yeryüzüne ulaşmaz[55]. 

1.4.1.1. UV-A 

Yeryüzüne ulaşan en yaygın spektrumdadır ve pencere camından geçer. Deride var 

olan pigmentlerin oksidasyonu sağlayıp hızlı pigmentasyon yapar fakat bu çabuk 

kaybolan bir pigmentasyondur ve deri hastalılarını tedavi amaçlı kullanılır[55]. 

1.4.1.2. UV-B 

Güneş yanıklarının ve kızarıklarının en büyük sorumlusudur. Kalıcı pigmentasyona 

sebep olur. Deri yaşlanması ve deri kanserlerinin oluşmasında rol oynar. Ayrıca 

vücuttaki D vitamini yapımını başlatan UV-B ışınlarıdır.  Bu ışınlar UV-A gibi 

pencere camından geçmez. UV-B’nin sebep olduğu güneş yanığı, yaşlanması, deri 

kanserine sebep olması nedeniyle güneş koruyucu gereçlerin hazırlanmasında hedef 

ışığı izgesi olma özelliği taşır. [55]. 

1.4.1.3. UV-C 

Ozon tabakası tarafından tutulduğundan, normal atmosfer şartlarında yeryüzüne 

ulaşmaz.  
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Şekil1. 6.UV-A, UV-B,UV-C  [56] 

 

 

Şekil 1.7UV Çeşitlerinin Gözdeki Hasarı[57]. 

1.5.Serbest Radikaller, antioksidan ve Oksidatif Stres  

Dış orbitalinde eşlenmemiş elektron bulunan kısa ömre sahip reaktif atomlu ve 

moleküler serbest radikal denir. Organik ya da inorganik moleküller halde 

bulunurlar. Dayanıklı değildirler. Çok aktiftirler bunun sebebi elektron 

konfigürasyonlarını pozitif yüke dengelemeleridir. Aerobik hücrelerdeki serbest 

radikaller biyokimyanın en önemli tepkimeye kattıkları oksijen ve oksijen 

radikalleridir[58]. 

Serbest oksijen radikallerin yaşam süresi kısadır ve miktarca derişimleri düşük 

olmasına rağmen çok aktif yapılı zararlı bileşiklerdir ve tüm hücre bileşenleriyle 

etkileşme özelliği vardır. Serbest radikaller protein, lipid(yağ),karbonhidrat, nükleik 
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asitlerle reaksiyona girip bu yapıların yapısal ve fonksiyonel değişikliklere yol açarlar. 

Bu değişiklikler, oksidasyon, kromozom kırılması ve mutasyon şeklindedir [59]. 

1.5.1. Serbest radikal türleri 

Aerobik metabolizması yapan canlılarda serbest radikal kaynağı oksijen 

molekülünden türeyen serbest radikaller olduğu kabul edilir. Aerobik organizmaların 

yaşamlarını devam ettirebilmeleri için organik moleküllerden enerji açığa çıkarmada 

oksijen molekülünün kullanma mecburiyeti bu canlıları oksijenin toksik metabolik 

ürünleriyle birlikte yaşamak zorunda bırakır[60,61]. Metabolik reaksiyonlarda oksijen 

ta olarak indirgenir ve son ürün olarak suya indirgenir. Oksijenin suya indirgenmesi 

sırasında,kısmi reaksiyonla veya redüksiyon ara basamaklarında metabolik olarak çok 

fazla yüksek derecede reaktif ara ürünler açığa çıkar. Bu ürünlerin hepsi radikal 

değildir. Bu sebeple reaktif oksijen türevleri kullanılır[60,62,63]. 

Oksijenle oluşan serbest radikaller, biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest 

rdikallerdir. Serbest radikallerin yanı sıra organizmada oksijen türevi serbest radikali 

dışında daha az miktarda karbon ve kükürt merkezli radikallerde oluşmaktadır 

[64,65,66]. 

 Reaktif oksijen türleri (ROS) : Oksijen radikallerini ve oksitleyici ajanları kolayca 

radikal haline dönüştüren, radikal ve radikal olmayan oksijen bileşikleri içeren 

kompleks bir tanımdır. 

Reaktif nitrojen türleri (RNS) ise nitrik oksit (N0.), azot dioksit (N0.2) ve radikal 

olmayan azot bileşikleri içeren kompleks bir tanımdır[67,68]. 

 

1.5.2. Serbest radikallerin oluşumu (ROS) 

ROS, hücrenin tüm fraksiyonlarında oluşmaktadır. Hücrelerde zara bağlı olarak yada 

serbest bulunabilen değişik enzimlerin etkisiyle ROS oluşmaktadır. Ayrıca enzimatik 

olmayan tepkimeler sonucu oluşan otooksidasyon sırasında ve radyasyon, hava kirliği, 

sigara  dumanı gibi bir çok dış etken ROS oluşmasında etkendir. Tüm aerobik 

hücrelerde düzeyde oluşurlar[72, 73, 74, 75]. 

ROS’lar çok reaktifler çünkü elektron sayısının çekirdekteki proton sayısı eşit 

olmadıkları için dayanıklı olmayan radikaller, elektron konfigürasyonlarını pozitif 

yüke dengelemek gerektiği için reaktiflerdir. Tek elektronun başka moleküle verebilen 

bu radikaller, başka bir molekülden elektron çiftini oluşturabilirler [60,75,76,77]. 
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Aerobik canlılarda oksijenin suya indirgenmesi sırasında oluşan ROS sağlıklı 

durumlarda belirli oranlarda canlılığın devamı için gereklidir  [60,69,70].  Oksijen bir 

elektron alarak indirgenmesiyle süperoksit radikali (O2•-), süperoksitin bir elektron 

almasıyla peroksit oluşur. Peroksit molekülü ise iki hidrojen molekülü ile birleşip 

hidrojen peroksiti(H₂O₂) oluşturur. Ancak biyolojik sistemlerde H₂O₂ ‘in üretilmesi 

süperoksitin dismütasyonuyla olur. Ki süperoksit molekülü iki proton alarak H2O2  ve 

moleküler oksijeni oluştururlar. H2O2 bir serbest radikal olmadığı halde, reaktif 

oksijen türleri içine girer ve serbest radikal biyokimyasında önemli bir rol oynar.  

Reaksiyon sonucu radikal olmayan ürünler oluştuğu için bu bir dismutasyon 

reaksiyonu olarak da bilinir [60,69,70,72]. 

1.5.3.Biyolojik sistemlerde oluşan serbest radikaller ve reaktif oksijen türleri 

1.5.3.1.Süperoksit radikali 

Aerobik hücrelerde oksijen bir elektron alarak indirgenmesi sonucu oluşan ilk ürün 

süperoksit radikalidir. Oksijen potansiyel toksik bir maddedir. Bunu asıl nedeni 

oksijenin elektron alıp indirgenmesi sonucu süperoksit radikaline dönüşümü olduğu 

ileri sürülmektedir. Endojen oksijenin radikallerinin en büyük kaynağı süperoksit 

radikalidir. Süperoksit radikali hem oksitleyici hem de redükleyici özelliğine sahiptir. 

süperoksit radikali hidrojen peroksitin kaynağı ve geçiş metallerinin indirgenmesi 

sebebiyle çok önemlidir[60, 72, 78, 79].  

Mitokondri, endoplazmik retikulum gibi selüler trasport zincirinin çeşitli 

komponentlerinden oksijene elektron sızmasıyla süperoksit oluşur. Fagositik 

hücrelerdeki solunumsal patlama süperoksit kaynağıdır. Nötrofillerin plazma 

membranının dış yüzünde yerleşmiş olan NADPH oksidaz, nötrofilin uyarılmasıyla 

oksijene iki elektron aktararak iki molekül süperoksit oluşturur [60,80,81,82]. 

Hücrelerde ksantin  oksidaz enzim de hücrelerde süperoksit üreten başka bir enzimdir. 

Ksantinin ürik aside dönüşmesini katalizleyen ksantin hidroksil radikali bu sırada 

süperoksit radikali oluşumunda sebep olur[81,82]. 

1.5.3.2.Hidroksil radikali 

Hidroksil radikali; geçiş metallerinin varlığında hidrojen peroksitin indirgenmesi 

sonucu oluşur ve çok reaktif bir radikaldir. Bu reaksiyon ilk defa Fenton tarafından 

tanımlanmıştır. Bu nedenle Fenton reaksiyonu olarak da adlandırılır.Hidroksil 

radikali, hidrojen peroksitin süperoksit radikali ile reaksiyona girmesiyle de açığa 

çıkmaktadır. Bu reaksiyona  Haber-Weiss reaksiyonu ismi verilmiştir [83-85]. 
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Hidroksil radikali bütün organizmalarda, yüksek enerjisi olan iyonize edici radyasyon 

etkisi altında suda bulunan oksijen-hidrojen bağlarının homolitik in vivo olarak 

meydana gelebilir [72,80].  

Hidroksil radikalinin ömrü çok kısadır. Buna rağmen oluştuğu yerdeki bütün biyolojik 

molekülleri etkileyebilir. Hidroksil radikallerinin spesifik hedefi metalloproteinlerdir. 

Hidroksil radikali en aktif ve en toksik serbest radikaldir. Hidroksil radikali açığa 

çıktığı hücre kompertmanından uzaktaki hücre bileşenleri ile difüzyona gerek 

duyulmaksızın reaksiyona girebilir. Bu sebeple endojen olarak şekillenen çoğu 

peroksidanların ve onların etkilerinin asıl sorumlularıdır[86-90]. 

1.5.3.3.Hidrojen peroksit 

Oksijen molekülünün çevre moleküllerden 2 elektron alması ya da süperoksitin 1 

elektron almasıyla oluşur. Peroksit molekülünün 2 hidrojen atomu ile birleşmesiyle 

hidrojen peroksit oluşur [45,66,79]. Hidrojen peroksitin;hidroksil radikal kaynağı 

olduğundan dolayı reaktif oksijen metabolitleri arasında önemli bir yere sahiptir. 

Hidrojen peroksitin organizmada üretimini süperoksitin dismütastonu ile olur. Bu 

reaksiyon SOD enzimi tarafından katalizlenir. Enzimatik dismütasyonun PH aralığı 

geniştir[72, 87, 91].  

2O₂⁻ +2H⁺→H₂O₂  + O₂ 

Hidrojen peroksit üretimine Glukoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz içeren enzimler 

de sebep olabilir. Hidrojen peroksit radikallerin sebep olduğu hücresel değişiklikler 

kritik öneme sahiptir78, 92, 93]. 

1.5.3.4.Singlet oksijen 

Singlet oksijen bir radikal değildir çünü ortaklaşmamış elektronu yoktur. Fakat serbest 

radikal reaksiyonlarını başlatırlar. Oksijen elektronlarından birinin enerji alması 

sonucu kendi yörüngesi tersi bir yönde başka bir orbitale geçmesi sonucu singlet 

oksijeni oluşur. Miyeloperoksidaz enzimi lökositlerden salınır. Bu enzimin 

reaksiyonuyla hipokloröz asit (HOCl)  oluşmaktadır. HOCl ile hidrojen peroksit 

arasındaki reaksiyonda singlet oksijeni oluşur. Singlet oksijeni membran lipid 

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

Nitrik oksitin hücresel düzeyde koruyucu etkileri vardır. Ancak oksidatif stres altında 

süperoksit radikali ile reaksiyona girerek oluĢturduğu peroksinitrit çok güçlü bir 

oksidandır. Peroksinitrit birçok biyolojik materyali direkt olarak etkilemesinin yanı 

sıra proteinlerdeki tirozini nitratlaştırarak bazı hastalıkların patogenezinde önemli rol 

oynamaktadır Nitrik oksit vazomotor tonusun sağlanmasının yanısıra enflamasyon 

yanıtlarında, homeostazisde, vasküler hücre büyümesinde de önemli rollere sahiptir [ 

83,91, 94 ,  95,96,]. Nitrik oksitin fizyolojik Ģartlarda süperoksit radikaliyle 

birleĢmesi oldukça sınırlıdır. Çünkü oluşan süperoksit radikali, hücrede yüksek 

konsantrasyonda bulunan SOD tarafından kolaylıkla ortadan kaldırılabilmektedir. 

Patolojik Ģartlarda ise hem nitrik oksit hem de süperoksit sentezi artmakta, oluşan 

süperoksit, süperoksit dismutaz enzimi tarafından yeterli bir şekilde yok edilemediği 

için peroksinitrit radikali oluşmaktadır [94,95]. 

 

Çizelge1.2. Patolojik olarak önemli oksijen türevler 

                                 Patolojik olarak önemli oksijen radikalleri:  

 Adı         Moleküler Formülü  

Süperoksit radikali  O2-  

    Hidroksil radikali  .OH  

   Nitrik oksit  NO.  

  Ferril iyonu FeO.+2  

   Perferril iyonu  FeO2.+2  

   Allil  R.  

   Aloksil  RO.  

   Peroksil  ROO.  

                                   Radikal olmayan oksijen türevi bileşikler:  

 

Hidrojen peroksit  

 

H2O2  

 

Singlet Oksijen 1O2 
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Şekil1.8Serbest Radikallerin Oluşumu[97]. 

1.5.3.Serbest Radikallerin Kaynakları  

Hücrede yer alan serbest radikal kaynakları, normal metabolik olayların seyri sırasında 

gelebildiği gibi, organizmada yabancı maddelerin metabolize edilmesi sırasında ve 

radyasyon vb. dış etkenlere maruz kalınması durumlarında da meydana 

gelebilmektir[98]. Bu sebeple serbest radikal oluşturan mekanizmalar endozen ve 

ekzojen olmak üzere ikiye ayrılmaktadır [99]. 

 

 

 

 

Ozon   O3 

Hipoklorit asit HOCl  

 

Lipit hidroperoksit  LOOH  
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Çizelge1. 3.Vücudumuzda serbest radikal[100]. 

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar 

Mitokondriyal elektron transport 

zinciri Oksidan enzimler: Ksantin 

oksidaz  

İndolamin dioksijenaz  

Triptofan dioksijenez  

Galaktoz oksidaz 

Fagositik hücreler 

Nötrofiller 

Monosit veEozinofiller 

 Makrofajlar 

İlaç oksidasyonları  

İyonize radyasyon  

Güneş ışığı  

X-ışınları  

UV-ışınları   

Isı şoku  

Glutatyonu okside eden maddeler  

Ortam hava 

 

1.6.Antioksidan 

Vücudumuz serbest radikal oluşumunu ya da oluşmuş serbest radikallerin zararlı 

etkilerini önlemeye çalışarak kendini korumaya çalışır. Bu savunma 

mekanizmasındaki faktörlerantioksidanlar olarak adlandırılır[101]. 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

1.6.1.Endojen antioksidanlar 

1.6.1.1. Enzim olanlar 

Çizelge1. 4. Başlıca enzimatik endojen antioksidanlar[111]. 

Antioksidan Reaksiyonu 

Süperoksit 

Dismutaz  

(SOD) 

Süperoksit serbest radikalinin (O₂⁻) ve hidrojen peroksit 

radikallerinin moleküler oksijene dönüşümünü katalizleyen 

antioksidan enzimdir. (2O₂+ 2H ―――→ H₂O₂ + O₂) 

Glutatyon  

Peroksidaz  

(GSH-Px) 

Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Özellikle 

eritrositlerde oksidadif strese karşıen etkili antioksidan 

enzimidir.  

H₂O₂+ 2GSH―――→GSSG +2 H₂O 

Glutatyon  

Redüktaz 

GSH-Px vasıtasıyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu 

oluşan  

Okside Glutatyonu (GSSG) tekrar indirgenmişGlutatyona 

(GSH) dönüşümünü kataliz eder. 

Glutatyon  

S-Transferaz  

( GST) 

Lipid peroksitlere karşıGSH-Px aktivitesi göstererek 

antioksidan savunma mekanizmasıoluştururlar. 

Katalaz Hidrojen peroksidi (H₂O₂)  ve hidroksil (OH) radikallerinin 

oluşu-munu önlemek için bunlarısuya ve oksijene parçalar. 

Mitokondriyal  

Sitokrom  

Oksidaz 

Solunumun zincirinin son enzimi olup, Süperoksidi (O₂⁻) 

detoksifiye eder. 

  

 

Süperoksit Dismutaz (SOD) 

SOD antioksidan savunmasının ilk basamağı olan süperoksitin H₂O₂’e dismütasyonu 

katalizleyen enzimdir.SOD Metalloproteindir. SOD bir süperoksit molekülünü O₂ 

molekülünü yükseltgeyerek,diğer süperoksid molekülünü H₂O₂’e indirger 

O₂⁻ + O₂⁻+2H⁺ →O₂ + H₂O₂ 
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Bu dismütasyon reaksiyonu süperoksit radikalini anyon ve katyon formlarının eşit 

oranda bulunduğu PH 4,8’de kendiliğinden gelişmektedir. Fakat fizyolojik şartlarda 

yani PH’ın 7,35-7,45 arasında iken reaksiyon çok daha yavaş oluşmaktadır. SOD 

aerobik hücrelerde oksijen radikalinin zararına karşı intrasellüler savunmasında büyük 

rol oynamaktadır. SOD akvitesi yaşlanmaya bağlı olarak azaldığı görülmektedir [102]. 

Katalaz (KAT) 

Her biri bir prostetik gruptan oluşan ve yapısında Fe⁺ᵌbulunduran 4 hem grubu olan bir 

hemoproteindir. SOD’ın oluşturduğu H₂O₂’i katalaz peroksidaz enzimiyle birlikte 

oksijen ve suya parçalar [102]. 

2 H₂O₂→2 H₂O+O₂  

KAT’ın indirgeyici aktivitesi küçük moleküller olan hidrojen peroksit ile metil,etil 

hidroperoksit vb. küçük moleküllere karşıdır. Lipid hidroperoksit gibi büyük 

moleküllere etki etmez [102-105]. 

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 

Lipid hidroperoksitlerin her birinin selenosistein bulunduran 4 alt birimde oluşur. 

Redükte glutatyon yükseltgerken H₂O₂’i de suya çevirir böylelikle memnbran 

lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karşı korumaktadır. 

2 H₂O₂+2 GSH→Okside glutatyon (GSSG)+2H₂O 

Glutatyon peroksidaz E vitamin eksikliğinde membranı peroksidasyona karşı 

korumaktır. Eritrositlerdeki en kuvvetli antioksidandır. Selenyum eksikliği sonucunda 

glutatyon peroksidaz yetersizliği olabilir. Çünkü selenyum bu enzimin bir integral 

parçasıdır[106-109]. 

Glutatyon S-Transferaz (GST)  

Araşidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak üzere lipid peroksitlerine karşı Se 

bağımsız GSH peroksidaz gibi aktivite göstererek antioksidan etki gösterir[102,110]. 

Glutatyon Redüktaz (GSSG-R) 
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Hidroperoksitlerin redükte olması sırasında meydana GSSG gelir,GSSG-R 

katalizlediği reaksiyonla tekrar redükte hale (GSH) dönüştürmektedir. Reaksiyonun 

gerçekleşmesi için NADPH’ a gereksinim vardır[103, 104, 111]. 

GSSG + NADPH + H→2GSH + NADP⁺ 

Aldehit Dehidrogenaz 

Aldehid dehidrogenaz enzim ailesi, aldehitin piridin pirimidin nükleotine bağlı olarak 

karboksilik aside oksidaysonunda rol alır ve 19 enzimden meydana 

gelir[112].Aldehidler oldukça reaktif eozifik ve uzun yaşam süresi olan bileşiklerdir. 

Fizyolojik süreçlerde rol aldıkları gibi mutajenik, karsinojenik ve sitotoksik rolleri de 

mevcuttur[113-115]. 

ALDH enzimi sitoplazma, çekirdek, endoplazmik retikulum ve mitekontride 

bulunabilmektedir. İnsanlarda gösterilmiş 19 ALDH geni mevcuttur[116]. 

Glukoz-6 Fosfat Dehidrogenaz 

G6PD pentaz fosfat metabolik yolunda ilk ve kontrol enzimdir [117]. Bu metabolik 

yolun en önemli görevlerinden birisi de NADPH üretimidir. NADPH ise hücrede yağ 

asidi, kolesterol, L- askorbij asit, nitrik asit biyosentezi,glutatyonun indirgengesi, ilaç 

ve ksenobiyotik detoksifikasyonu ve peroksitlerin indirgenmesinde rol oynar 

[118,119]. Enzim genelde dimerik yapı gösterir. Dimerik veya tetramik formunu 

sıcaklık, NADP+ , NADPH derişimi vb. faktörler etkiler [120]. 

Nitrik Oksit Sentaz(NOS) 

NO; oksijen molekülü süperoksit anyonu (O2 . ), sülfhidril ve tiol gruplarıyla 

hemoglobin demirine yüksek eğilim gösteren iki atoma sahip bir radikaldir. 

İnflamatuar olaylarda indüklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS) olarak adlandırılan  bir 

enzim tarafından sentezlenmektedir. Bu enzim hem eklem içi hem de eklem dışı pek 

çok hücre grubu tarafından sentezlenirr[121-123]. 

NO, biyolojik sistemlerde çok yönlü hücre içi haberci olan bir gaz molekülüdür[124]. 

Hücre içi NO üretimi; NOS enzimi yapar, L-arginin aminoasidinin L-sitruline 

çevrilmesi sonucu gerçekleşir [125]. 
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1.6.1.2.Enzim olmayanlar 

Çizelge1. 5. Enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar[111] 

Antioksidan  Reaksiyonu 

Melatonin Lipofilik özellik göstermesinden dolayı hücrenin hemen 

hemen bütün organellerine hatta hücrelerine kadar ulaşarak 

geniş bir dağılım gösteren melatonin, hidroksil ve süperoksit 

radikallerini  tutarak antioksidan etki gösterir. 

Seruloplazmin Ferro demiri (Fe2+) ferri demire (Fe3+) yükseltgeyerek 

fenton reaksiyonunu ve hidroksil radikali oluşumunu 

engeller 

Transferrin Serbest demir iyonlarınıbağlayarak fenton reaksiyonunu 

önler ü 

Laktoferrin Düşük pH’lıortamlardaki demir iyonlarınıbağlar. 

Glutatyon  

(GSH) 

Karaciğerde sentezlenen bir tripeptitdir. Hemoglobinin 

oksitlenerek methemoglobine dönüşmesini önler. 

Eritrositleri, lökositleri, göz lensini oksidadif hasara 

karşıkorur. 

Sistein Süperoksit ve hidroksil radikali toplayıcısıdır. 

Ürik asit Genelde metal bağlayıcıolarak çalışırken değişik 

radikalleride toplar. 

Glikoz Hidroksil radikali gidericisidir. 

Albumin HOCI radikalini toplar. Proteini ve metal iyonlarınıbağlar. 

 

Glutayon 

Glutatyon hücrenin antioksidan savunmasında görev yapar ve nonprotein tiyoldür. 

Sistein kalıntısındaki tiyol (-SH) aktif grubudur. Özellikle karaciğerde olmak üzere 

bütün organkarda sentezlenir ve tüm dokularında mevcuttur [126]. 

Total GSH‟ın çoğu sitozolde (%85–90) bulunur iken geri kalan ise (%10-15) 

mitekontiride ve diğer organlarda bulunmaktadır. Mitekontride GSH sentezleyen 

enzimlerde eksiklik oluştuğu durumlarda sitozolden alınarak devamlılık sağlanır 

[127]. 
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Hücrelerde total glutatyon, serbest ya da proteinlere bağlı (%15)olarak bulunmaktadır. 

Serbest glutatyon çoğunlukla redükte formda bulunmakta ve oksidatif streste forma 

dönüştürülmektedir.  Hücrelerde redoks halde bulunan glutatyon ve okside formda 

bulunan glutatyon oranı (GSH/GSSG) kritik öneme sahiptir. Normalde glutatyon 

redoks çifti 1-10mM konsantrasyon aralığında bulunur ve redükte glutatyon,okside 

forma göre daha üst seviyede bulunmaktadır. Hücre dinlenme halindeyken bu oran 

100’ü aşarken oksidatif stres modellerinde bu oran 10 ile 1mM’a düşer 

[128].Glutatyon, birincil olarak ROS’a karşı engelleyici olarak görev alır. Bu amaçla 

H₂O₂ azaltır ve serbest radikalleri süpürür. Hücrelerde oksidatif stres etkisiyle hidrojen 

peroksit(H₂O₂),glutatyon peroksidaz(GSH-Px) oluşur. Glutatyon, oluşan H₂O₂ ve 

GSH-Px suya yıkar..  Ancak redükte glutatyon (GSH), okside glutatyona (GSSG) 

dönüşür. Okside glutatyon  daha sonra glutatyon redüktaz (GR) ile  tekrar GSH‟a 

dönüştürülür[129]. 

 

Ürik Asit 

Ürik asit, nükleer materyalin katabolizması sonucu açığa çıkar. Guanozin ve adenozin 

bazlı pürinlerin metabolizmasının son ürünüdür. Vücuttaki ürik asit özellikle kas 

hücrelerinin, nükleik asitlerin dönüşümü ile oluşan (endojen) ve gıda(eksojen) 

kaynaklı olabilmektedir[130]. 

Pürin nükleotidleri; nükleotidi oluşturan bileşenlerin sırasıyla ayrılması sonucu yıkılır. 

İnsan organizması ürikaz içermez bu nedenle bu yıkımın son ürünü ürik asittir. 

Memelilerde( primatlar hariç) ürik asit; allantoine, üre ve hatta amonyağa kadar 

parçalanabilir. Ürik asit canlı dokuda antioksidan ve kuvvetli bir radikal çöpçü olarak 

görev yapar [131]. 

İnsan vücudunda ürik asit genelde idrarla atılmaktadır. Gastrointestinal sistemden az 

bir kısmı emilmektedir.%98’i plazmada sodyum-ürat şeklinde serbest olarak dolaşır 

ve glomerüler filtrasyondan geçer, %5’ten azı ise proteine bağlıdır [132,133].  
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Askorbik Asit 

Askorbik asidin görevi lipidleri oksidasyona karşı korumaktır ve antiproteazların 

oksidan maddeleriyle inaktive olmasını engellemektir. Fagositozda parçalanma 

ürünlerinin zararlı etkilerini önlemek. Askorbik asit E vitamini ile birlikte LDL 

oksidassyonu engellemektir [134]. 

 

1.6.2.Eksojen antioksidanlar 

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

 

1.7.Lipid peroksidasyonu 

Lipid  peroksidasyonu  reaksiyonu,  hücre membranında bulunan  çoklu  doymamış  

yağ asitlerinin,   serbest  radikaller  tarafından  peroksitler,  alkoller,  aldehidler,  

hidroksi  yağ asitleri, etan  ve  pentan  gibi  çeşitli  ürünlere yıkılmasına  yol  açar.  

Bunun sonucunda zarın lipid yapısı, hücre yapı ve fonksiyonları bozulur.  Lipid 

peroksidasyonunda rol oynayan en önemli serbest oksijen radikali, hidroksil radikali 

olup bu radikalin de olağanüstü hasarlayıcı etkisi vardır(100).  Hidroksi radikali son 

derece reaktif olduğundan canlı hücrelerde bulunan DNA, proteinler,  karbonhidratlar 

dahilbütün biyomoleküllerle süratle reaksiyona girer[135].  

Biyomembranlar,  membranfosfolipidlerindeki  çokl u  doymamış  yağ  asitlerine  

sahip  olmaları nedeniyle  lipid  peroksidasyon  hasarının  en  çok  olduğu  yerdir.  

Çoklu doymamış yağ asitleri yapılarında bir ya da daha fazla karbon çift bağı taşırlar.  

Bu biyokimyasal özellikleri onları serbest radikallerin yol açtığı oksidatif hasara daha 

duyarlı kılar.  Hidroksil radikali çoklu doymamış yağ asitlerini,   tekli doymamış ya da 

doymuş yağ asitlerinden daha hızlı hasara uğratır.  Çift bağ sayısı ne kadar fazlaysa 

hidrojen atomunun yer değiştirmesi de o ölçüde kolaydır.  

Serbest radikallerin etkisiyle çoklu doymamış yağ asitleri zincirinden hidrojen atomu 

uzaklaşır ve lipid radikalleri ortaya çıkar. Oluşan lipid radikali  (L.)  dayanıksız bir 

yapıya sahiptir ve bir dizi spontan değişikliğe uğramaktadır.  Öncelikle molekül çift 

bağ aktarımıyla konjuge dienler meydana gelir.  Konjuge dienler moleküler oksijen ile 

reaksiyona girer v lipid peroksid radikali  (LOO.)  oluşur.  Bu radikaller de hidrojen 

atomu alarak, lipid hidroperoksidlerine  (LOOH)  dönüşmektedirler.  Bu otokatalitik 

reaksiyonlar sonucunda aldehid,  etan  ve  pentan  gibi   ürünler  oluşur. Aldehidler 

bilinen en toksik ürünlerdir.  Lipid peroksidasyonu ile oluşan ürünlerin tiobarbitürik 
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asit(TBA)  ile reaksiyona girmeleri sonucu MDA oluşur.  Mutajenik,  genotoksik ve 

karsinojenik bir bileşik olan MDA lipid peroksidasyonunun son ürünüdür.  MDA 

proteinlerin amino gruplarına,  fosfolipidlere veya nükleik asitlere bağlanarak toksik 

etkisini göstermektedir.  MDA doku, kan ve vücut sıvılarında ölçülerek lipid 

peroksidasyonunun bir göstergesi olarak kullanılmaktadır.  

İnsanlarda birçok hastalığın etyopatogenezinde serbest oksijen radikallerinin neden 

olduğu lipidperoksi dasyonuna bağlı olarak organ ve dokularda açığa çıkan hücre 

membranı hasarı suçlanmaktadır[136-144]. 
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2.METARYAL VE YÖNTEM 

2.1 Kornea Epitel Hücre Örneklerinin Toplanması 

Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Atatürk Eğitim ve Araştırma Hastanesi 

bünyesinde bulunan Keratokonus ve Refraktif Cerrahi Merkezi’nde Keratokonus 

tanısı alan ve Korneal Çapraz Bağlama tedavisi kararı verilen hastalardan bu tedavi 

sırasında rutin olarak soyulan ve atılan kornea epitel dokusu alınacaktır.  

 Kontrol grubunu oluşturmak üzere yine aynı merkezde kırma kusuru tedavisi 

için Excimer Lazer tedavisi olmak için başvuran hastalardan bu tedavi sırasında rutin 

olarak soyulan ve atılan kornea epitel dokusu alınacaktır. Excimer Lazer tedavisine 

uygun olmak için kişide keratokonus ile ilgili hiçbir bulgunun olmaması 

gerekmektedir. Yapılan kornea topografisi, kornea kalınlık haritası, oküler histerezis 

ölçümü ve biyomikroskobik muayene sonucunda bu karar verilmektedir. Bu nedenle 

excimer lazer adayları keratokonus olmayan kontrol grubu olarak alınmıştır. 

Hastalardan alınan dukular için etik raporu Ek-1’dir. 

2.2 Kornea Epitel Hücre Kültürü 

 Hastalardan alınan kornea örnekleri hücre kültürü besiyerinde soğuk ortamda 

laboratuvara getirildi. Hücrelerin laminar flow kabin içerisinde pipetajla birbirinden 

ayrılması sağlandı, daha sonra 200 mikrolitre sıvı içinde 700.000 hücre olarak 12 

kuyucuklu flasklara ekildi. Hücreler ekilirken kuyucuğun ortasına damlatıldıktan 

sonra pipet ucuyla kuyucuk kenarına doğru homojen şekilde yayılarak hücrelerin tüm 

flask tabanına mümkün olduğu kadar eşit dağılması sağlandı. Daha sonra flask içine 

Keratinocyte-Serum Free Medium (GİBCO) eklenerek 24 saat inkübe edildi. 

 

Şekil2.1.Kontrol epitel hücre kültürlerinin değişik büyütmede görünümleri 

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

mikroskobu ile 200X büyütmede çekilmiştir. Ölçek 50μm mesafeyi göstermektedir 
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Şekil2.2. Keratokonus epitel hücrelerinin tip 4 kollajen modifikasyonlu yüzeyde 

kültür görünümü.Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X 

büyütmede çekilmiştir. Ölçek 50μm mesafeyi göstermektedir. 

 

2.3 UV Uygulaması 

 Deney düzeneği tablodaki gibi oluşturuldu.  

Çizelge2.1. Çalışma ve Kontrol Grupları 

 

UV uygulaması için UV-A ve UV-B dalga boylarında uygulama yapabilen dış 

ortama kapalı ve içine kuyucuklu kültür kaplarının yerleştirebildiği iki adet cihaz 

yaptırıldı (Nehir Biyoteknoloji). Her iki UV dalga boyu için optimizasyon 

çalışmalarından sonra uygun dozlar belirlendi.  

 

Şekil2.3. UV Maruzat cihazının resimleri 

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

Ancak,bizim projemizde uyguladığımız şekilde kültür ortamına tek kat olarak 
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yayılmış epitel hücrelerine yapılmış benzer bir UV uygulaması yoktu. Bu nedenle 

uygulanacak olan UV ninhücrelerde aşırı zarar oluşturacak kadar yüksek veya hiçbir 

etki oluşturmayacak kadar düşük olmaması için UV-A ve UV-B nin optimal dozları 

bulunmaya çalışıldı. UV ışınının epitel hücreleri üzerindeki etkisi ise apoptoz/nekroz 

oranı tayini ile tesbit edildi. Çalışmada 6 grup yapılması planlandı (çizelge2.1). Ancak, 

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

sadece canlılık testleri için çalışıldı. 

UV-B için 50 mJ/cm2 dozundan başlandı. Bu dozda hücrelerde kayda değer bir 

değişiklik izlenmedi (Şekil 2.4). Daha sonra 100, 150 ve 200 mJ/cm2 dozlarında UV-

B uygulanarak aynı testler tekrarlandı. 100 mJ/cm2 dozunda da kayda değer değişiklik 

gözlenmezken 150 mJ/cm2 dozunda makul seviyelerde (Şekil 2.5), 200 mJ/cm2 

dozunda ise aşırı miktarda apoptoz/nekroz görüldü (Şekil2.6). 

 

Şekil2.4. 50 mJ/cm2 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili boyama 

yöntemiyle elde edilen (A)apoptotik(mavi filtre) ve (B)nekrotik(yeşil filtre) hücre 

görüntüleri.Fotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiştir. Ölçek 50μm mesafeyi göstermektedir. 

 



28 
 

 

Şekil2.5. 150 mJ/cm2 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen (A)apoptotik(mavi filtre)ve (B)nekrotik(yeşil filtre) 

hücre görüntüleriFotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiştir. Ölçek 50μm mesafeyi göstermektedir 

 

Şekil2.6. 200 mJ/cm2 dozunda UV-B uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyamayöntemiyle elde edilen (A)apoptotik(mavi filtre)ve (B)nekrotik(yeşil filtre) 

hücre görüntüleriFotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiştir. Ölçek 50μm mesafeyi göstermektedir 

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

miktarıbelirlenmeye çalışılmıştır. Buna göre, artan dozlarda UV-A verilerek 

hücrelerin % canlılık oranlarına bakılmıştır. 500, 1000 ve 1500 mJ/cm2’de hücre 

canlılığında önemli bir fark olmazken (Şekil 2.7), 2000 mJ/cm2 enerji değerinde 

hücrelerde kontrole göre makul bir değişim gözlenmiştir (Şekil 2.8).Bu nedenle UV-

A doz uygulaması için en uygun doz miktarının 2000 mJ/cm2 olduğuna karar 

verilmiştir.Bunun sonucunda aşağıdaki dozlarda UV uygulaması yapıldı:  

UV-A: 2000 mJ/cm2 

UV-B: 150 mJ/cm2 
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Şekil2.7. 1000 mJ/cm2dozunda UV-A uygulanan keratokonuslu örneklerde ikili 

boyama yöntemiyle elde edilen (A)apoptotik ve(B) nekrotik hücre 

görüntüleriFotoğraflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 200X büyütmede 

çekilmiştir. Ölçek 50μm mesafeyi göstermektedir 

 

Şekil2.8. 2000 mJ/cm2 dozunda UV-A uygulanan örneklerde ikili boyama yöntemiyle 

elde edilen (A)apoptotik ve (B)nekrotik hücre görüntüleri.Fotoğraflar Leica inverted 

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

göstermektedir 

UV-A ve B ışınlarına maruz bırakılacak olan hücre grupları, bir gün 

öncesinden 12 kuyucuklu plakalara ekilerek kornea epitel hücrelerinin zemine 

tamamen tutunması sağlandı. Her bir kuyucuğa normal epitel hücreleri ve 

keratokonuslu hücre grupları için 7x10⁵ hücre ekildi. 24 saat sonra, zemine tutunan 

epitel hücreleri, “Hanks’ Balanced Salt Solution” ile yıkama işlemine tabi tutuldu ve 

ölçüm yine bu solüsyon varlığında gerçekleştirildi. Kültür solüsyonu içindeki Fenol 

kırmızısının UV bloke edici etkisi nedeni ile hücreler UV uygulanmadan hemen önce 

Hanks’ Balanced Salt Solution ile yıkanarak bu solüsyon içinde tutuldu. UV 
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uygulaması sonrası 24 saat boyunca inkübe edilecek hücreler, tekrar başlangıç besiyeri 

ortamına alındı (Keratinocyte Serum FreeMedium GIBCO) 

2.4 Antioksidan Enzim Aktivitesi 

 Birincil hücre kültürlerinden 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 incelenmiştir. Yöntemler aşağıda ayrıntılı olarak açıklanmıştır;  

2.4.1 Glutatyon Peroksidaz (GPX)Aktivitesi 

Glutatyon peroksidaz enzimi, Hidrojen peroksit (H₂O₂), organik ve lipit 

peroksitlerini etkisizleştirmeye yarayan ve yapısında dört Selenyum (Se) atomu 

bulunduran tetramerik yapıda antioksidan enzimlerdendir. Glutatyon peroksidaz 

aktivitesindeki azalmanın, hidrojen peroksit birikmesine ve hücre hasarına yol açtığı 

bilinmektedir. GPX aktivite tayin yönteminde, H₂O₂varlığında indirgenmiş glutatyon 

(GSH), GPx tarafından okside glutatyona (GSSG) oksitlenir ve oksitlenen GSSG, 

glutatyon redüktaz enzimi aracılığıyla tekrar GSH‟a dönüştürülmesi esnasında 

ortamda bulunan indirgenmiş nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) 

kullanılır. Kullanılan bu NADPH miktarı absorbanstaki azalış şeklinde 340 nm dalga 

boyunda izlenir. 

 

 

 

Keratokonuslu ve normal bireylerden alınan hücreler 12 kuyucuklu plakalar üzerine 

ekildi ve hücrelerin plaka üzerine tutunabilmesi amacıyla bir gün boyunca 

inkübasyona bırakıldı. 

 Daha sonra UV ışınlarına maruz bırakılarak üzerinden 24 saat geçmesi 

beklendi. Bu süre sonunda hücreler kaldırılarak “Glutathione Peroxidase Activity 

Colorimetric Assay‟ (Biovision) ile GPx aktivitesi incelendi. Testin 

gerçekleştirilebilmesi için öncelikle belli derişimlerde hazırlanan NADPH standart 

eğrisi oluşturuldu (Şekil 2.9).Kültür kabından kaldırılan hücreler (1x106), santrifüj 
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edilerek üzerlerine soğuk “assaybuffer” ilave edildi ve süpernatanlar toplandı. 

Ölçümler süpernatant üzerinden yapıldı. Kit protokolünde belirtilen reaksiyon karışımı 

hazırlanarak test örneklerinin, glutatyon peroksidaz pozitif kontrolünün ve reagent 

kontrolü üzerine eklendi. 96 kuyucuklu plaka üzerine alınarak her örnek üzerine 

“Cumene Hydroperoxide” eklendi ve optik dansisitenin 340 nm olduğu dalga boyunda 

ilk okuma gerçekleştirildi (A1). 25°C’de 5 dakika inkübe edilen örnekler için ikinci 

okuma gerçekleştirildi (A2). 

Reaksiyon karışımının hazırlanışı: 

 

 

 

 

Şekil2.9. NADPH standart eğrisinin oluşturulması 

A1 ve A2 okumalarının farkı alınarak, her bir örnekteki NADPH miktarı 

hesaplandı. Bulunan NADPH miktarı üzerinden örneklerdeki glutatyon peroksidaz 

antioksidan enzim değerleri hesaplandı 
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GPx aktivitesinin hesaplanabilmesi için kullanılan eşitlik : 

 

2.4.2 GR Aktivitesi:  

Glutatyon redüktaz, Glutatyon peroksidaz vasıtasıyla hidroperoksitlerin 

indirgenmesi sonucu oluşan okside glutatyonun, (GSSG) tekrar indirgenmiş 

glutatyona (GSH) dönüşümünü katalize eder: 

 

 

 

Glutatyon redüktaz; flavin adenin dinükleotid (FAD) içerir. NADPH’tan bir 

elektronun GSSG’nin disülfid bağlarına aktarılmasını katalizler. Bu nedenle NADPH 

serbest radikal hasarına karşı gereklidir. Dolayısıyla enzim etkinliğinin azalması, 

hücrelerin oksidatif hasardan korunmasını azaltır. Glutatyon redüktaz aktivitesinin 

belirlenebilmesi amacıyla, yine aynı şekilde 12 kuyucuklu plakalara hazırlanan 

keratokonuslu ve normal epitel hücreleri inkübasyona bırakılmış ve UV maruziyeti 

sağlanmıştır. Deney, “Glutathione Reductase Activity Colorimetric Assay” kiti 

(Biovision) ile gerçekleştirildi. Deneye başlamadan önce TNB ( Trinitro benzen) 

standart eğrisi hazırlandı (Şekil 2.10). 

 

 

Şekil2.10. TNB standart eğrisinin oluşturulması 
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Bireylerden elde edilen hücreler (1x106) santrifüj edilip üzerlerine soğuk “assay 

buffer” ilave edilerek süpernatanlar toplandı. Toplanan süpernatanlar, Glutatyonun 

ortamdan uzaklaştırılması amacıyla bir ön işleme tabi tutuldu. 100 µl kadar alınan 

süpernatan üzerine %3‟lük Hidrojen peroksit ilave edildi ve oda sıcaklığında 5 dakika 

inkübe edildi. Daha sonra üzerine Katalaz enzimi eklendi ve tekrar oda sıcaklığında 5 

dakika inkübe edildi. Ardından kit protokolünde belirtilen reaksiyon karışımı 

hazırlanarak test örneklerininüzerine 

 40 µl Gr assay buffer 

 2 µl DTNB solüsyonu 

 2 µl NADPH-GNERATTM solüsyonu 

 6 µl GSSG solüsyonu  eklendi. 

96 kuyucuklu plaka üzerine alınan örneklerden, optik dansitenin 405 nm olduğu 

dalga boyunda ilk okuma gerçekleştirildi (A1). Daha sonra 25°C‟de 10 dakika 

inkübe edildi ve ikinci okuma gerçekleştirildi (A2). Glutatyon redüktaz aktivitesinin 

hesaplanmasında aşağıdaki eşitlik kullanıldı: 

 

2.4.3 SOD Aktivitesi:  

Bu enzim, süperoksit anyonunun (O2-), hidrojen peroksit (H2O2) ve oksijene 

dönüşümünü katalize ederek bu tür radikallerin etkisini azaltmaktadır. Oksijen 

toksisitesine karşı önemli bir defans olup katalitik aktivitesi çok yüksek olan bir 

enzimdir. 

 

 

SOD tayininin prensibi, nitrobluetetrazolium’un (NBT) süperoksit üreticisi 

olan ksantinksantinoksidaz sistemi tarafından indirgenmesi esasına dayanmaktadır. 

Bu amaçla öncelikle keratokonuslu ve normal hastalardan alınan hücreler 12 

kuyucukluplakalar üzerine ekildi. Hücrelerin plaka üzerine tam tutunabilmesi 

amacıyla bir gün boyunca inkübasyona bırakıldı. Daha sonra UV ışınlarına maruz 

bırakılarak üzerinden 24 saat geçmesi beklendi. Bu süre sonunda hücreler kaldırılarak 
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“SOD Activity Assay Kit” (Biovision) ile SOD aktivitesi incelendi. 

Örnekler,çizelge2.2’ye göre hazırlandı. 

 

SOD aktivitesi için; 

 24 saat önce UV ışınlarına maruz bırakılan hücreler, çöktürüldükten sonra 

üzerlerine0.1 M Tris/HCl, %0.5‟lik Triton X-100, 5mM β-ME, 0.1 mg/mL PMSF 

içeren lizis çözeltisi eklendi. 14000 g’de 5 dakika (+4 0C) santrifüj edildi ve çöken 

hücre artığı uzaklaştırıldı. 

 Süpernatantlar temiz bir tüpe alınıp 5 dakika kadar buzda bekletildikten sonra 

370C‟de 20 dakika boyunca inkübe edildi (Çalışma solüsyonları hazırlanıp örnek 

gruplar içerisine konulacak miktarlar belirledi). 

 

 Çizelge2.2. Blank1, blank2, blank3 ve örneklerin hazırlanmasında kullanılacak 

solüsyon 

 

 

2.4.4 G6PD Aktivitesi:  

 

Glukoz-6 fosfat dehidrojenaz aktivitesinin belirlenebilmesi amacıyla kontrol 

ve keratokonus grubu hücreleri bir gün önceden uv muamelesine maruz bırakıldı ve 
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24 saat sonunda hücreler plate’lerden kaldırılarak  soğuk pbs ile santrifüj edildi. Ve 

süpernatantlar toplanarak 1-50 µl arası örnek hacminde 96 well plate’e konuldu 

üzerleri 50 µl assay buffer ile tamamlandı. NADH standart eğrisinin oluşturulabilmesi 

amacıyla 4, 6, 8, ve 10 µl hacimlerinde 1.25 mM NADH standardından alınarak 0, 2.5, 

5.0, 7.5, 10.0, ve 12.5 nmol/well derişimleri oluşturulmuş ve son hacim 50 µl olacak 

şekilde Assay Buffer ile tamamlanmıştır (Şekil 2.11). Reaksiyon karışımının 

oluşturulabilmesi amacıyla her kuyucuğa 46 µl G6PDH Assay Buffer, 2 µl  G6PDH 

Substrat ve G6PDH Developer karışımı ayarlanıp 50’şer µl eklenmiştir. Absorbans 

okuması 450 nm’de gerçekleştirilmiştir. 

 

2.4.5 CAT Aktivitesi 

 

BioVision firmasının (Milpitas, CA) “Catalase Activity 

Colorimetric/Fluorometric Assay Kit” ürünü ile Catalase enziminin aktivitesi 

ölçülmüştür. Deneysel yöntem olarak, kitin kendi prosedürü uygulanmıştır. 

Keratokonuslu ve normal bireylerden alınan hücreler uv ışınlarına maruz 

bırakıldıktan sonra tripsin ile kaldırılarak santrifüje tabi tutulmuştur. Hücre pelletleri 

üzerine soğuk assay buffer konularak 10.000 g  +40C’de tekrar santrifüj edilerek 

süpernatantlar toplanmıştır. 

H2O2 standart eğrisinin oluşturulabilmesi (Şekil 2.12) amacıyla 0.88 Molar 

H2O2, dH2O ile dilue edilerek 20mM H2O2 oluşturulmuştur. Daha sonra bu çözelti 

1mM H2O2 olacak şekilde seyreltilmiştir. Ve bu çözeltiden 0, 2, 4, 6, 8, 10  nmol olacak 

şekilde 96 well kuyucuklarına konulmuş assay buffer ile tamamlanmıştır. Daha sonra 

üzerlerine 10 µL stop solüsyonu ilave edilmiştir. 

Reaksiyon karışımının hazırlanabilmesi amacıyla her bir kuyucuğa 6 μl Assay 

Buffer,2 μl OxiRed ve 2 μl HRP olacak şekilde ayarlanarak kuyucuklara 50’şer μl 

eklenmiştir. Sonrasında oda sıcaklığında 25oC’de 10 dakika inkübe edilmiştir. Ve 570 

nm’de absorbans ölçümleri alınmıştır. 

Şekil2.11. NADH Standart Eğrisinin Oluşturulması 
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Şekil2.12. H2O2 Standart Eğrisinin Oluşturulması 

 

2.4.6 ALDH Aktivitesi 

BioVision firmasının (Milpitas, CA) “Aldehyde Dehydrogenase Activity 

Colorimetric Assay Kit” ürünü ile ölçülmüştür. Deneysel yöntem olarak, kitin kendi 

prosedürü uygulanmıştır. 

Keratokonuslu ve normal bireylerden alınan hücreler kaldırılarak  Aldehyde 

Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay  (Biovision) ile ALDH aktivitesi 

incelendi. Bu amaçla öncelikli olarak NADH Standart eğrisi oluşturulmuştur. 

Kaldırılan hücreler santrifüj edilerek dipte oluşan pellet üzerine MDA lizis buffer ilave 

edilmiştir. Daha sonra yeniden santrifüje alınarak pellet uzaklaştırılmış ve süpernatant 

temiz bir tüpe alınmıştır. Daha sonra 50 uL’lik reaksiyon karışımının oluşturulabilmesi 

amacıyla, her örnek başına 43 µl ALDH Assay Buffer, 48 µl ALDH Substrate Mix ve 

5µl Acetaldehyde karışımı hazırlanmıştır. Her örnek kuyucuklarına, standartlara ve 

kontrol grubuna 50’şer µl reaksiyon karışımından konulmuştur. Ölçümler 450 nm’de 

ELISA okuyucuda ölçülmüştür. 
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Şekil 2.13. NADH Standart Eğrisinin Oluşturulması 

 

2.5 Gerçek Zamanlı PCR İle Antioksidan Enzimlerin mRNA İfade Miktarındaki 

Değişimlerin Belirlenmesi 

 Gerçek zamanlı PCR yöntemi olarak SYBR Green yöntemi kullanılmıştır. 

SYBR Green yöntemi için kit olarak Roche veya Takara markalarının ilgili kitleri 

tercih edilecektir.  

 Gerçek zamanlı PCR öncesi RNA izolasyonu için Qiagen veya Invitrogen 

markalarının RNeasy Plus Mini Kit veya Trizol kitleri kullanılacaktır. cDNA sentezi 

için ise Roche markasının ilgili kitinin yöntemi kullanılacaktır. RNA ile çalışılırken 

tüm işlemler RNaz’dan arındırılmış ortamda yapılacaktır. Kontroller ve karşılaştırma 

B-Actin ifade düzeyine bakılarak yapılacaktır. Gerçek zamanlı PCR deneylerinin 

verileri (∆∆Ct ) yöntemi ile analiz edilecektir.   

Kullanılacak primerler aşağıdaki çizelgede verilmiştir. Oksidatif stres 

işleyişinde önemli görevleri bulunan genlerin ifade miktarı incelenmesi için 

seçilmişlerdir ve bazı primerlerin verimli çalışmamasından dolayı alternatif primerler 

oluşturulmuştur. Primerlerin seçimi için veritabanlarından güvenilir kaynak makalesi 

bulunanlar ve kornea dokusunda incelenmiş olanlar tercih edilmiştir. 

Tablo2.3. Gerçek zamanlı PCR deneylerinde kullanılan primerler 
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Gen Forward Primer Reverse primer m Kaynak 

GPX1 F:TTCCCGTGCAACCAGTTTG R:TTCACCTCGCACTTCTCGAA 
6

0°C 

 

[31] 

GPX1 F:CAGTCGGTGTATGCCTTCTCG R:GAGGGACGCCACATTCTCG 
6

2,5°C 

 

[32] 

GR 
F:GATCCTGTCAGCCCTGGGTTC

TAAGA 

R:CGTCTACGATGATATGACCCTT

GTCATC 

5

4°C 

 

[11] 

GR 
F:AGCTGAATCAGAAGAGTGAT

GGC 
R:TCAATACTCGACCGCTGTAGG 

6

1,5°C 

 

[32] 

SOD1 
F:AGTGCAGGGCATCATCAATTT

CGAGCAG 

R:GATGCAATGGTCTCCTGAGAG

TGAGATC 

6

0°C 

 

[2] 

SOD1 
F:AGTGCAGGGCATCATCAATTT

CGAGCAG 

R:GATGCAATGGTCTCCTGAGAG

TGAGATC 

5

6°C 

 

[11] 

SOD1 F:AGGCCCCTTAACTCATCT 
R:CTACAGGTACTTTAAAGCAAC

TCT 

5

5°C 

 

[31] 

SOD1 
F:GGTGGGCCAAAGGATGAAGA

G 
R: CCACAAGCCAAACGACTTCC 

6

2°C 

[

32] 

ALDH3A1 F:GCATGAGCCCATTGGTGTCT R:CGCAGGCTTCAGGACCAT 
6

0°C 

[

31] 

ALDH3A1 F:TTCATGAACAGTGGCCAG R:CTTGTCGTTGCTGGAGAA 
5

6°C 

[

11] 

ALDH3A1 F:TGTTCTCCAGCAACGACAAGG R: AGGGCAGAGAGTGCAAGGT 
6

2,7°C 

[

32] 

ACTB F:CCATCATGAAGTGTGACGTGG R: GTCCGCCTAGAAGCATTTGCG 
6

0°C 

[

31] 

ACTB F:AAAGACCTGTACGCCAACAC R: GTCATACTCCTGCTTGCTGAT 
5

7°C 

[

31] 
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2.6 Enzim Olmayan Antioksidan Moleküller 

 Birincil hücre kültürlerinden, enzim olmayıp doğrudan UV ışınlarını soğuran 

ve indirgeyici Glutathione (GSH), NADPH, Ürik asit ve Ferritin moleküllerinin 

miktarı incelenecektir. 

 

2.6.1 Glutatyon (GSH) Miktarı 

BioVision firmasının (Milpitas, CA) “Glutathione Colorimetric Assay Kit” 

ürünü ile ölçülmüştür.    

Glutatyon seviyesinin belirlenebilmesi amacıyla kontrol ve keratokonus 

hücreleri bir gün önceden uv ışınlarına maruz bırakılmış ve üzerinden 24 saat geçmesi 

beklenmiştir. Bu süre sonunda hücreler tripsin ile kaldırılmıştır. İlk yapılan santrifüjde 

hücreler soğuk pbs ile yıkanıp 700xg 5 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. 

Süpernatant uzaklaştırılmış ve hücre pelletleri yeniden soğuk pbs ile resüspanse 

edilmiştir. 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine alınarak yeniden 700xg 5 dakikada 

santrifüj edilmiş ve yine süpernatant uzaklaştırılmıştır. Hücrelerin lizise uğratılması 

için 80 µl soğuk Glutathione Buffer ilave edilmiş ve 10 dakika da buzda inkübe 

edilmiştir. Üzerlerine 20 µl of 5% SSA ( Sülfosalisilik asit) mix konularak8000 x g’de 

10 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatantlar temiz bir tüpe alınarak glutatyon analizi 

için kullanılmıştır. Reaksiyon karışımının oluşturulabilmesi amacıyla 20 µl NADPH 

Generating Mix 20 µl Glutathione Reductase ve 120 µl Glutathione Reaction Buffer 

karışımından her kuyucuğa 160 µl olacak şekilde paylaştırılmıştır ve NADH 

dönüşümü için oda sıcaklığında 10 dakika inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra 

absorbans okuması için 405 nm’de ölçümler alınarak grafiğe aktarılmıştır. 
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Şekil 2.14Glutatyon Standart Eğrisinin Oluşturulması 

 2.6.2 NADPH Miktarı 

BioVision firmasının (Milpitas, CA) “NADP/NADPH Quantitation 

Colorimetric Kit” ürünü ile NADP/NADPH miktarı ölçülmüştür. Deneysel yöntem 

olarak, kitin kendi prosedürü uygulanmıştır. 

NAD/NADH konsantrasyonunun belirlenebilmesi amacıyla kontrol ve 

keratokonus grubu hücreleri bir gün önceden uv ışınlarına maruz bırakılmış ve 24 saat 

inkübe edilmiştir. Bu sürenin sonunda hücreler tripsin ile kaldırılarak deney için hazır 

hale getirilmiştir. Daha sonra hücreler soğuk pbs ile yıkama işlemine tabi tutulmuştur. 

2000 rpm 5 dakika santrifüj edildikten sonra pellet üzerine 400 µl of NADH/NAD 

Extraction Buffer ile iki defa olmak koşuluyla kuru buz üzerinde 20’şer dakika 

bekletilmiş ve ardından 10’ar dakika oda sıcaklığında tutulmuştur. 10 saniye süreyle 

vortekslenip 14000 rpm 5 dakikada santrifüj edilmiş ve elde edilen süpernatant temiz 

bir tüpe alınmıştır. 

Standart eğrisinin oluşturulabilmesi amacıyla (Şekil 2.14) 1 nmol/µl NADH 

standardından 10 µl alınıp üzerine 990 µl NADH/NAD Extraction Buffer ilave 

edilerek 10 pmol/µl standard NADH oluşturulmuştur. 96 well plate’in kuyucuklarına 

bu dilue edilmiş NADH standardından 0, 2, 4, 6, 8, 10 µl hazırlanarak 50 µl 

NADH/NAD Extraction Buffer ile tamamlanmış ve 0, 20, 40, 60, 80, 100 pmol/well 

standardları elde edilmiştir. Örnek kuyucuklarına 1-50 µl arası örnek yüklenerek son 

hacim Extraction Buffer ile 50 μL’ye tamamlanmıştır.  
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Reaksiyon karışımın hazırlanabilmesi için, her bir standart ve örnek sayısı için 

NAD Cycling Buffer’dan 98 μl ve NAD Cycling Enzyme karışımından 2 µl ilave 

edilerek hazırlanmış ve kuyucuklara eklenmiştir. Daha sonra NAD’ın NADH’ye 

dönüşümü için oda sıcaklığında 5 dakika bekletilmiştir. Ardından her bir kuyucuğa 10 

µl NADH developer ilave edilerek 1-4 saat aralığında oda sıcaklığında tutulmuştur. 

Ve bu süre sonunda plate ELISA okuyucuda 450 nm’de absorbans değerleri alınmıştır. 

 

Şekil2.15. NADH Standart Eğrisinin Oluşturulması 

2.6.3 Ürik Asit Miktarı 

BioVision firmasının (Milpitas, CA) “Uric Acid Colorimetric/Fluorometric 

Assay Kit” ürünü ile Ürik asitin miktarı ölçülmüştür. Deneysel yöntem olarak, kitin 

kendi prosedürü uygulanmıştşır. 

Ürik asit miktarının belirlenebilmesi amacıyla kontrol ve keratokonus grubu 

hücrelerine UV uygulaması yapıldıktan sonra  tripsin ile kaldırılmış ve  hücreler soğuk 

PBS ile yıkanmıştır. Daha sonra üzerine 100 µl ürik asit assay buffer eklenip pipetaj 

yapılarak en yüksek hızda +4 derecede 2 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatan temiz 

tüpe alınarak her bir kuyucuğa (96 well plate) 50 µl olacak şekilde örnek konmuştur. 

Ürik asit standardının belirlenebilmesi amacıyla her kuyucuğa  0, 4, 8, 12, 16, 20 µl 

hacimlerinde ürik asit standardından konularak üzerleri 50 µl ürik asit assay buffer ile 

tamamlanmış ve 0, 8, 16, 24, 32, 40 nmol/well standartları oluşturulmuştur 

(Şekil2.16). Reaksiyon karışımının hazırlanabilmesi amacıyla her örnek ve standarda 

46 µl ürik asit Assay Buffer, 2 µl ürik asit Probe ve 2 µl ürik asit  Enzyme Mix 

karıştırılıp tüm kuyucuklara 50 µl olacak şekilde paylaştırıldıktan sonra  yarım saat 
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boyunca 370C’de inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra 570 nm’de kolorimetrik 

ölçüm yapılarak absorbans değerleri alınarak grafiğe dökülmüştür. 

 

2.6.4 Ferritin Miktarı 

MyBioSource firmasının (San Diego, CA) “Human L-ferritin ELISA Kit” 

ürünü ile Ferritin miktarı ölçülmüştür. Deneysel yöntem olarak, kitin kendi prosedürü 

uygulanmıştır. 

 

Ferritin konsantrasyonunun belirlenebilmesi amacıyla kontrol ve keratokonus 

grubu hücreleri bir gün önceden uv ışınlarına maruz bırakılmış ve 24 saat inkübe 

edilmiştir. Bu sürenin sonunda hücreler tripsin ile kaldırılarak deney için hazır hale 

getirilmiştir. Deneyin öncesinde kullanılacak tüm kimyasallar oda sıcaklığına 

getirilmiş ve yavaşça karıştırılmıştır. Ferritin standardı, kontrol ve örneklerden 25’er 

μl istenen kuyucuklara pipetlenmiştir. Sonrasında da tüm kuyucuklara inkübasyon 

buffer’ından 100’er μl konmuştur. Ve 20-30 saniye hafifçe karıştırılmıştır. Plate’in 

kapağı kapatılarak 30 dakikalığına oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. Bu süre 

sonunda tüm kuyucuklardan sıvı uzaklaştırılarak wash buffer ile 3 kez yıkama 

yapılmıştır. Ve kağıt havlu üzerinde sıvı emdirilerek kurutulmuştur. Enzim 

konjugatından 100’er μl eklenmiştir. 20-30 saniye kadar hafifçe karıştırıldıktan sonra 

kapağı kapatılıp oda sıcaklığında yarım saat kadar karıştırılıp inkübe edilmiştir. Süre 
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sonunda kuyucuklar içerisindeki sıvı boşaltılarak 3 kez yıkama yapılmıştır (1X Wash 

Buffer).  

Ve yine kağıt havlu ile kurutularak sıvı emdirilmiştir.Üzerine TMB 

standardından 100 μlkonularak oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir. Daha 

sonra tüm kuyucuklara 50 μl stop solüsyonundan ilave edilmiştir. Plate hafifçe 

karıştırıldıktan sonra 15 dakika içerisinde ELISA okuyucuda absorbans ölçümleri 

yapılmıştır (450 nm).  

 

 

Şekil 2.17. Ferritine Ait Standart Eğrisinin Oluşturulması 

2.6.5 Askorbik Asit Miktarı 

BioVision firmasının (Milpitas, CA) “Ascorbic Acid Colorimetric Assay Kit II 

(FRASC)” ürünüile C-vitamini miktarı ölçülmüştür. Deneysel yöntem olarak, kitin 

kendi prosedürü uygulanmıştır. 

Askorbik asit miktarının belirlenebilmesi amacıyla kontrol ve karatokonus 

hücreleri tripsin ile kaldırıldıktan sonra soğuk PBS ile yıkanıp santrifüj edildikten 

sonra üzerlerine 100 µl ultra saf su eklenip pipetaj yapıldı. En yüksek hızda +4 

derecede 2-5 dakika santrifüj edildi. Süpertanat temiz tüpe alındı. Her bir örnekten 

kuyucuklara 50’şer µl alınarak 120 µl Askorbik asit assay buffer ile tamamlanmıştır. 

Reaksiyon karışımının hazıranabilmesi için her grup hücre için 80 µl FRASC Buffer, 

10 µl Ascorbic Acid Probe ve 10 µl FeCl3 karışımı hazırlandı ve her kuyucuğa 100 µl 

olacak şekilde eklendi. Absorbans ölçümleri 545 nm’de ölçülerek grafikte 

gösterilmiştir. 
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Şekil 2.18. Askorbik Asit Standart Eğrisinin Oluşturulması 

2.7 ROS Türevleri 

 Birincil hücre kültürlerinden, ROS miktarını gösteren ve azaltılmasını 

sağlayan moleküller incelenmiştir.  

2.7.1 Toplam Antioksidan Kapasite 

BioVision firmasının (Milpitas, CA) “Total Antioxidant Capacity (TAC) 

Colorimetric Assay Kit” ürünü ile Cu+2 molekülünün miktarı ölçülmüştür. Deneysel 

yöntem olarak, kitin kendi prosedürü uygulanmıştır. Bu kit ile örnekteki tüm 

antioksidan protein ve moleküllerin toplam aktivitesi ölçülebilmektedir. 

Keratokonuslu ve normal bireylerden alınan hücreler UV ışınlarına maruz 

bırakılarak üzerinden 24 saat geçmesi beklendi. Bu süre sonunda hücreler tripsin 

muamelesi ile kaldırılarak  santrifüj edildi ve hücreler önce soğuk PBS ile daha sonra 

da ultrasaf su ile yıkanarak resüspanse edildi. Buz üzerinde 10 dakika inkübasyona 

bırakıldı ve 5 dakika maksimum hızda soğuk santrifüj uygulanmıştır. Çözülmeyen 

materyaller uzaklaştırılmış süpernatantlar ise temiz bir tübe alınmıştır. 

Standart eğrisinin oluşturulabilmesi amacıyla belli derişimlerde (0, 4, 8, 12, 16, 

20 nmol) trolox standardından eklenmiş ve trolox standart eğrisi oluşturulmuştur 

(Şekil2.19). Temiz tüpe aktarılan süpernatant örneklerinden her kuyucuğa 200 µl 

olacak şekilde örnek konmuştur. Tüm standart ve örnek kuyucuklarının üzerlerine 

Cu2+ çalışma solüsyonu eklenmiştir. Plate’in kapağı kapatılarak oda sıcaklığında 1.5 
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saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. Bu sürenin sonunda 570 nm’de absorbans 

ölçümleri yapılmıştır. 

 

 

Şekil 2.19. Trolox Standart Eğrisinin Oluşturulması 

2.7.2 Hidrojen Peroksit Miktarı 

BioVision firmasının (Milpitas, CA) “Hydrogen Peroxide Assay Kit” ürünü ile 

ölçülmüştür. Deneysel yöntem olarak, kitin kendi prosedürü uygulanmıştır. Bu kit ile 

örnekteki hidrojen peroksit miktarı Horse Radish Peroxidase enzimi ile parçalanması 

miktarına göre ölçülebilmektedir. 

Hidrojen peroksit konsantrasyonlarının belirlenebilmesi amacıyla kontrol ve 

keratokonus grubu hücreleri bir gün önceden uv ışınlarına maruz bırakılmış ve 24 saat 

inkübe edilmiştir. Bu sürenin sonunda hücreler tripsin ile kaldırılarak deney için hazır 

hale getirilmiştir. Daha sonra hücreler soğuk pbs ile yıkama işleminden geçirilerek 

assay buffer ile yeniden süspanse edilmiş ve buz üzerinde bekletilmiştir. Bu işlem 

sonrasında hücreler santrifüj edilerek (1000g, 30 dakika) pellet uzaklaştırılmış, 

süpernatant ise temiz tüplere alınmıştır. 

Hidrojen peroksit standart eğrisinin oluşturulabilmesi öncelikleH2O2 

standardından (0.88 M) 10 µl alınarak içerisine 870 µl dH2O ilave edilmiş ve 10 mM 

H2O2 standardı elde edilmiştir. Daha sonra bu 10 µl of the 10 mM H2O2 standardından 

10 µl alınarak 990 µl dH2O ile tamamlanmıştır ve 0.1 mM H2O2 standardı 

oluşturulmuştur.  

Daha sonra kuyucuklara 0.1 mM H2O2 standardından 0, 10, 20, 30, 40, 50’şer 

µl konularak 0, 1, 2, 3, 4, 5 nmol/well H2O2 standardı elde edilmiştir (Şekil 2.20).  
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Bu aşamadan sonra örnek hazırlanmaya geçilmiştir. 96 well plate’inher 

kuyucuğuna her grup örnekten 2 – 50 μL olmak üzere örnekten alınıp üzeri 50 μL/well 

Assay Buffer ile tamamlanmıştır. Hazırlanan örnekler ve standart kuyucuklarının 

üzerine reaksiyon karışımından 50’şer μL ilave edilmiştir. Reaksiyon karışımının 

hazırlanması için, her örnek sayısı için 46 µl Assay Buffer, 2 µl OxiRed™ Probe 

solution, 2 µl HRP solution hazırlanarak ilave edilmiştir. İyice karıştırılıp oda 

sıcaklığında 10 dakika inkübe edilmiştir. Bu süre sonunda Elisa plate okuyucuda 570 

nm’de örneklerin absorbans değerleri kaydedilmiş ve grafiğe aktarılmıştır. 

 

Şekil 2.20. H2O2 Standart Eğrisinin Oluşturulması 

2.8 NOS ve NO 

Nitrik oksit sentaz aktivitesinin belirlenebilmesi amacıyla kontrol ve 

keratokonus grubu hücreleri bir gün önceden uv ışınlarına maruz bırakılmış ve 24 saat 

inkübe edilmiştir. Bu sürenin sonunda hücreler tripsin ile kaldırılarak deney için hazır 

hale getirilmiştir. Hücre pelletleri üzerine ilave edilen soğuk NOS Assay Buffer ile 

hücreler lizise uğratılmıştır. Nitrit Standardının belirlenebilmesi amacıyla  10 mM’lık 

Nitrite Standardından 5 ul alınarak  995 µl Assay Buffer ile tamamlanmış ve 50 µM’lık 

çalışma solüsyonu elde edilmiştir.  İyice karıtırılarak  0, 5, 10, 15, 20, and 25 µl 

hacimlerinde 96-well plate’e aktarılarak 0, 250, 500, 750, 1000, ve 1250 pmol/well 

Nitrit Standardı oluşturulmuştur (Şekil 2.21). Reaksiyon karışımının oluşturulabilmesi 

amacıyla her bir kuyucuk için diluted NOS Cofactor1 (15 µl), 

NOS Cofactor 2 (20 µl),  NOS Substrate (5 µl) ve  Nitrate Reductase (5 µl) karışımı 

hazırlanmıştır. Her örnek ve standart için 45’er ul reaksiyon karışımı ilave edilmiş ve 
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370C’de 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra tüm standart ve örneklere 90 ul 

NOS Assay Buffer ilave edilmiştir. Daha sonrasında ise sırasıyla 50 µl Griess Reagent 

1 ve 50 µl Griess Reagent 2 çözeltilerinden konulmuştur. Absorbans ölçümleri 540 

nm’de okutularak grafiğe dökülmüştür. 

 

Şekil 2.21. Nitrit Standart Eğrisinin Oluşturulması 

2.9 Oksidasyon Son Ürünleri 

 Birincil hücre kültürlerinden lipid peroksidasyonu ve protein nitrasyonu son 

ürünleri olan MDA ve Nitrotirozin (NT) miktarları incelenmiştir.  

 

2.9.1 MDA Miktarı (Lipid Peroksidasyonu) 

MDA miktarı BioVision firmasının (Milpitas, CA) “Lipid Peroxidation 

(MDA) Colorimetric/Fluorometric Assay Kit” ürünü  ile ölçülmüştür. Deneysel 

yöntem olarak, kitin kendi prosedürü uygulanmıştır. 

Lipid Peroksidasyonunun son ürünlerinden olan Malondialdehit (MDA) 

seviyesinin belirlenebilmesi amacıyla Kontrol ve Keratokonus grubu hücreleri 

kaldırıldıktan sonra soğuk PBS ile yıkama işlemine tabi tutuldu. Her bir örnek için 

300µl MDA lizis buffer ve 3 µl BTH (100x) hazırlandı. Hazırlanan lizis bufferden 

(Buffer+BHT)  303 µl homojenize edilerek hücrelerin üzerine eklendi.13000xg 

+4°C’de 10 dakika santrifüj edildi. Toplanan süpernatant temiz bir ependorfa alındı. 

MDA Standardı oluşturuldu (Şekil 2.22) ve 530 nm’de absorbans değerleri okunarak 

çıkan sonuçlar grafiğe aktarıldı. 
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2.9.2 Nitrotirozin Miktarı 

Alpco firmasının (Salem, NH) “Nitrotyrosine ELISA” ürünü ile Nitrotirozin 

miktarı ölçülmüştür. Deneysel yöntem olarak, kitin kendi prosedürü uygulanmıştır.  

Nitrotirozin konsantrasyonunun belirlenebilmesi amacıyla kontrol ve 

keratokonus grubu hücreleri bir gün önceden uv ışınlarına maruz bırakılmış ve 24 saat 

inkübe edilmiştir. Bu sürenin sonunda hücreler tripsin ile kaldırılarak deney için hazır 

hale getirilmiştir. Daha sonra kit içerisindeki kimyasallar oda sıcaklığına getirilmiştir. 

Tüm örnekler ve standartlar kit protokolüne uygun şekilde hazırlanmıştır. Kalibrasyon 

için standart eğrisi oluşturulmuştur (Şekil2.23). Her bir kuyucuk içerisine örneklerden 

50 μL konularak oda sıcaklığında 2 saat bekletilmiştir. Bu süre sonunda vasat atılarak 

2 kez yıkama yapılmıştır. Her bir kuyucuğa 50 μL ‘detector antibody’ ilave edilerek 

oda sıcaklığında 1 saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır.  Yeniden aspire edilmiş ve 

2 kez yıkama yapılmıştır. Üzerine 50 μL ‘HRP label’ katılarak etiketleme yapılmıştır. 

Ve yine oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Yeniden aspire edilerek 3 yıkama 

yapılmıştır. Kuyucukların üzerlerine 100 μL ‘TMB Development Solution’ ilave 

edilmiştir. Ve 15 dakika içerisinde 600 nm’de renk gelişimi kaydedilmiştir. 

 

 

Şekil 2.22.MDA Standart Eğrisinin Oluşturulması 
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Şekil 2.23.  3-NT Standart Eğrisinin Oluşturulması 

2.10 DNA Tamiri ve Kırıkları 

Birincil hücre kültürlerinden, UV soğurma ve ROS indirgenimi işleyişlerinde 

bir sorun olması durumunda genomik DNA ya olan etkinin anlaşılması için genomik 

DNA’da oluşan hasar incelenecektir. Nükleotidlerin oksitlenmesi, deamine olması ve 

alkillenmesi sonrası tamir mekanizması ile apurinik ve apirimidinik bölgeler oluşur. 

Tahminlere göre bu şekilde bir günde 200.000 bölge oluşur ve bu bölgelerin miktarı 

DNA hasarı ile tamiri miktarının ölçülmesini sağlar. Bu deneyde kullanılan yöntem 

Aldehyde Reactive Probe ile apurinik ve apirrimidinik bölgelerdeki aldehid grupları 

tepkimeye girer ve biotin ile işaretlenir. Sonrasında avidin işaretli ELISA yöntemi 

kullanılarak ölçüm yapılır.  

Çalışmada BioVision firmasının ‘DNA Damage Quantification Colorimetric 

Kit’ ürünü ile DNA’daki apurinik ve apirimidinik bölgeler ölçülmüştür. Deneysel 

yöntem olarak, kitin kendi prosedürü uygulanmıştır. Bu amaçla kontrol ve keratokonus 

grubu hücreleri bir gün önceden uv ışınlarına maruz bırakılmış ve 24 saat inkübe 

edilmiştir. Bu sürenin sonunda hücreler tripsin ile kaldırılarak deney için hazır hale 

getirilmiştir. DNA hasarının belirlenebilmesi için öncelikle genomik DNA izolasyonu 

yapılmıştır. İzole edilen DNA spektrofotometrede okunarak konsantrasyonu 

belirlenmiştir. Elde edilen Genomik DNA, konsantrasyonu 0.1 µg/µl olacak şekilde 

TE Buffer içerisinde çözülür. Daha sonra ARP etiketleme aşamasına geçilir. Bu 

amaçla saflaştırılmış DNA solüsyonunundan 5 µl alınıp ARP solüsyonundan da aynı 

hacimde karıştırılarak, DNA AP bölgelerinin etiketlenmesi amacıyla 1 saatliğine 
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37°C’de inkübe edilir.Daha sonra reaksiyon solüsyonunun üzerine  88 µl TE ve 2 µl 

Glycogen eklenerek iyice karıştırılır. Ve bu karışıma 0.3 ml saf etanol eklenerek –

20°C’de 10 dakika bekletilir. Sonrasında etiketlenmiş DNA’nın AP-bölgelerini 

presipite etmek amacıyla 10 dakikalığına en yüksek hızda santrifüj edilir. Pellet 0,5 ml 

%70’lik etanol ile 3 kez yıkanır. Etanol kalıntılarını gidermek amacıyla hızlı spinleme 

yapılır. Pellet 5 dakikalığına havada kurutulur. Biotin ile etiketlenmiş genomik DNA 

pelleti elde edilmiş olur. 

Daha sonra DNA’daki  ‘‘abasic-sites’’larının sayısının belirlenmesi aşamasına geçilir. 

Bu amaçla 40 ARP-DNA Standardı (40 ARP sites per 105 bp) ile 0 ARP-DNA 

Standardı; 0, 8, 16, 24, 32, 40 ARP-DNA solüsyonlarının her birinden 200 µl olacak 

şekilde dilue edilir (tabloda gösterilmiştir). 

 

Şekil2.24. DNA lezyonlarının belirlenebilmesi amacıyla apürinik/aprimidinik (AP) 

bölgelerinin sayısının gösterilmesiyle hazırlanmış standart eğrisi 

Biotin ile etiketlenmiş DNA örnekleri 1 ml TE buffer içerisinde çözülür (0.5 

µg/ml). Her kuyucuğa ARP-etiketlenmiş DNA örneklerinden ve ARP-DNA 

standartlarının her birinden 60 µl eklenir. Plate yüzeyinde etiketlenmiş DNA’nın 

bağlanmasına izin vermek için standartlara ve örneklere 100 µl‘DNA Binding 

Solution’eklenerek oda sıcaklığında bir gece boyunca bekletilir. Kuyucuklar kapalı 

tutulur. Bu süre sonunda kuyucuklardaki DNA bağlama solüsyonu uzaklaştırılır ve 

y = 2,5257x + 3,1267
R² = 0,9154

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

0 2 4 6 8

A
b

so
rb

an
ce

  (
6

5
0

 n
m

)

Number of AP sites per 1x105 bp



51 
 

250 µl Wash Buffer ile 5 kez yıkanır. Üzerine dilue edilmiş HRP-Streptavidin 

solüsyonundan 100 µl konularak oda sıcaklığında 1 saat boyunca çalkalanır. 

Kuyucuklardaki solüsyon uzaklaştırılarak yine 250 µl Wash Buffer ile 5 kez yıkama 

yapılır. Üzerlerine 100 µl HRP Developer katılarak 37°C’de 1 saat boyunca inkübe 

edilir. Ve 650 nm’de absorbans ölçümleri yapılır. 

 

2.11 UV Geçirgenlik Ölçümü 

Korneal epitel hücrelerinin UV geçirgenliklerini test etmek ve UV maruziyeti 

sonrası UV geçirgenliğindeki değişikliklerin incelenmesi amaçlanmıştır. hücrelerin 

UV geçirgenliğini ölçmek için kontrol ve keratokonus grubu hücreleri bir gün önceden 

UV ışınlarına (UV-A ve UV-B) maruz bırakılmış ve 24 saat inkübe edildi. Hücreler 

kültür ortamından kaldırılarak 1 ml de 100.000 hücre olacak şekilde süspansiyon 

haline getirildi. 6 farklı grupta (keratokonus UV-A, keratokonus UV-B, keratokonus 

UV-YOK, kontrol UV-A, kontrol UV-B, kontrol UV-yok) korneal epitel hücrelerinin 

UV geçirgenliğinin test edilmesi amacıyla ELISA okuyucu (Biotek, Powerwave XS2) 

kullanılarak hücrelere 300-700 nm skalasında dalgaboyu taraması yapıldı.  

2.12Gerçek Zamanlı PCR 

Örnekler, deney aşamasına kadar -20˚ C’de muhafaza edildmiştir. 

İzolasyon;  

Örneklere 400 µl lysis/binding buffer eklenmiştir.15 saniye vortexlenmiştir. Karışım 

filtre-koleksiyon tüpünün üst kısmına konulmuştur. Maximum 700 µl olacak şekilde 

konulmuştur. 15 saniye 8.000 xg de santrifüjyapılmıştır. Alt rezervuara çöken sıvı 

dökülüp, Filtre tekrar tüpe konulmuştur.Her bir örnek için; 90µl DNAse incubation 

buffer, 10µl Dnase I karıştırılıp, Rezarvuarın üst kısmına her bir örneğe 100µl 

konulmuştur. 15 dakika inkübasyona bırakılmıştır  (+15˚-+25˚).500 µl yıkama 

solüsyonu I üst rezervuara eklendi. 8000 xg de 15 saniye santrifüj yapılmıştır.Alt 

rezervuara çöken sıvı dökülüp, Koleksiyon tüpü tekrar filtre tüpünün altına 

konulmuştur.500 µl yıkama solüsyonu II üst rezervuara eklenmiştir. 8000 xg de 

15saniye santrifüj yapılmıştır. Alt rezevuara çöken sıvı dökülüp, Koleksiyon tüpü 

tekrar filtre tüpünün altına konulmuştur. 200 µl yıkama solüsyonu II üst rezervuara 

eklenmiştir. 2 dakika maksimum hızda santrifüj yapılmıştır. Alt rezervuara çöken sıvı 

dökülüp, Koleksiyon tüpü tekrar filtre tüpünün altına konuldu ve.max hızda (13000 

xg) 2 dakika boş santrifüj yapılmıştır.Yıkama solüsyonunun tamamen uzaklaştırılması 



52 
 

sağlanmıştır. Filtre tüpü 1.5 ml’lik ependorflara konulmuştur.50-100 µl elution 

solüsyonu (örneğe göre kitin içinde değişir.) üst rezervuara eklenmiştir. 8000 xg de 1 

dak. santrifüj yapılmıştır. Filtre tüpü atılmıştır. Çöken kısım RNAnın olduğu kısımdır. 

Ependorf cDNAya çevirene kadar  -20 ˚C’ye konulmuştur.(Hemen çalışılacak ise +4 

˚C de bekletilinebilir.).cDNA sentezi;DNA örnekleri izolasyondan sonra gerçek 

zamanlı pcra konulurken RNA cDNA çevrilir. Çevrilme işlemi, Qubit cihazında RNA 

miktarına bakıldıktan sonra, kit protokolüne uygun olarak yapılmıştır. 

Örnek başına; 

 Kitin içindeki iki farklı primer 1 µl olarak konulmuştur. Primerler ayrı ayrı 

kullanılabileceği gibi ikisi bir arada da kullanılabilinir. Spesifik  primerler kullanılmak 

istenildiğinde yine 1µl konulmuştur.   

Total RNA miktarı gerçek zamanlı pcra konulurken her bir örnek için 50-100 ng 

mRNA düşecek şekilde hesaplanır ve cDNAya çevrilirken değişken olarak RNA 

maksimum 11µl olacak şekilde konuldmuştur. Daha düşük miktarlar kitin içinden 

çıkan su ile toplamı 13µl olacak şekilde tamamlanmıştır.Oluşan 13 µl’lik karışım 

opsiyonel olarak;65 ˚C  10 dakika PCR’a konulmuştur. 

Çıkan örneklerin üstüne, her bir örnek için; 

Kimyasallar Vol. Son 

konsantrasyon 

Transcriptor Reverse Transcriptase          

Reaction buffer 

4µl 1x (8 mM 

MgCl2 

Deoxynucleotide mix 2µl 1 mM (her 

biri)  

Protector RNAse Inhibitor 0.5µl 20 U 

Transcriptor Reverse Transcriptase          

 

0.5µl 10 U 

 

Toplamda her bir örnek için 7 µl olacak şekilde karışım hazırlanır, vorteks yapılmadan 

iyice pipetaj yapılmıştır. PCR’dan çıkan örneklerin üzerine 7 µl konulmuştur. Örnek 

toplamda 20 µl’lik bir karışım halinde PCR cihazına tekrar konulmuştur; 

Anchored-oligo(dt) primer veya spesifik primer için hedef mRNA uzunluğuna 

göre; 
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4 kb        30 dakika 55˚C 

>4 kb      60 dakika 50˚C 

Random primer için, 

4 kb        10 dakika 25˚C 

               30 dakika 55˚C 

>4 kb      10 dakika 25˚ C 

 60 dakika 50˚C 

Devamında; 5 dakika 85˚ bekletilmiştir. Çıkan cDNA’lar buz üstüne alınmıştır veya -

20 0C’de saklanmıştır. 

Gen ekspresyonu çalışmalarında Hydrolysis Probes Master veya SYBR Green master 

kullanılır. 

Hydrolysis probes master PCR’ Mix’in hazırlanması: 

     PCR mix hazırlanırken her bir örnek için su (4µl), LightCycler 480 Probes Master 

(10µl), Real Time Ready Assay (1µl) toplam hacim 15 µl olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Hazırlanan mix vortex kullanılmadan pipetle yukarı aşağı yapılarak 

karıştırılmıştır. LightCycler 480 multiwell plate in her kuyucuğuna pzr miksten 15 µl, 

üzerine 5µl cDNA eklenmiştir. Kuyucuklardaki hacim 20 µl olur. Multiwell Plate 2 

dk 1500 x g santrifüjedilmitir. Santrifüj işleminden sonra plate cihaza yerleştirilip 

kullanılacak olan MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe programı seçilmiştir. UPL 

Probe için gerekli protokoller cihazda seçildikten sonra LightCycler 480 PCR 

başlatıldmıştır. 
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Set up 

Detection format                                                                          BlockType Reaction Volume 

MonocolorHydrolysisProbe/ UPL Probe                       96                         20µl 

Filtercombination: 

dynamicMode 

FAM483–533or465–510respectively,forLightCycler®480InstrumentVersionIorII 

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 İstatistik Analizler 

Tüm veriler SPSS 18.00 paket program kullanılarak analiz edildi. Verilerin 

normal dağılıma uyup uymadığı Kolmogorov-Smirnov testi ile değerlendirildi. 

Tanımlayıcı istatistikler (median) (min-max) olarak verildi. 

Gruplar arasındaki verilerin karşılaştırılmasında Kruskal-Wallis testi 

kullanıldı. P<0.05 anlamlı olarak kabul edildi. Anlamlı çıkan farkların ikili grup 

karşılaştırmasında Mann-Whitney U testi kullanıldı. 

Her döngü, gerçek zamanlı PCR analizi LightCycler Yazılımı kullanılarak analiz 

edilmiştir. Bağıl transkript seviyeleri housekeeping gene dayalı olarak hesaplanmıştır. 
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İstatistiksel analizler "Statistical Package for Social Sciences" (SPSS / PC 15. 0) paket 

programı ile yapıldı. 

ALDH, GPX, GSR, SODI ve SODIII genleri için Kruskal Wallis Testi (p = 0.034 <p 

= 0.05), daha sonra Mann Whitney U testi istatistiksel analizi yapıldı. 0.05 'den daha 

düşük bir P seviyesinin Mann-Whitney U testi için önemli olduğu kabul edildi. 
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3 BULGULAR 

3.1 ELİSA Sonuçları 

ELİSA yöntemi ile yapılan analizlerin toplu sonuçları Tablo3.1’te 

görülmektedir. İstatistiksel olarak anlamlı değişim bulunan analiz sonuçları şunlardır: 

GPX (0,016), ALDH (<0,001), TAS (<0,001), G6PD (<0,001), NO(0,001), Ürik Asit 

(0,034), MDA (0,047), NOS (<0,001), Ferritin (0,049). İstatistiki olarak anlamlı 

bulunan analiz sonuçları kendi içinde ikili olarak karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırma 

sonuçları Tablo3.2’te verilmiştir. 

Keratokonus grubu içinde UV uygulamasına göre yapılan karşılaştırmalar 

Tablo3.3’te görülmektedir. UV-A uygulanan, UV-B uygulanan ve UV uygulanmayan 

gruplar istatistiksel olarak incelendiğinde anlamlı fark bulunan analizler ve p değerleri 

sırasıyla; Katalaz (p=0.042), G6PD (p=0.022), NOS (p=0.013), Nitrotirozin (p=0.020) 

olarak bulundu. Bu gruplar kendi içlerinde ikili olarak karşılaştırıldığı zaman anlamlı 

farklılık gösteren sonuçlar Tablo 3.4’da gösterilmiştir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

Tablo3.1. Gruplardaki analiz sonuçlarının karşılaştırılmas 

Değişken 
KK/UV-

A 
Kontrol/UV-A KK/UV-B Kontrol/UV-B KK Kontrol p 

GPX 

(Median/Min-Max) 

77,50 

(68,33-

81,66) 

39,16 

(16,66-95)                 

89,99 

(40-110) 

107,49 

(83,33-

158,33)  

68,33 

(21,66-168,33) 

117,50 

(70-123,33) 
0,016 

GRA 

(Median/Min-Max) 

1,406 

(0,351-4,921) 

2,460  

(0,351-4,570)               

1,054 

(0,351-1,406) 

1,406 

(0,351-4,921)             

1,230 

(0,703-2,109) 

1,582 

(0,351-4,570) 

0,418 

SOD 

(Median/Min-Max) 

87,50 

(25-100) 

81,250 

(12,50-87,50)          

68,75 

(25-100) 

43,75 

(25-100)    

56,25 

(25-100) 

43,75 

(25-87,50) 
0,724 

ALDH 

(Median/Min-Max) 

1,587 

(1,216-1,851) 

5,978 

(4,656-7,089)            

1,746 

(1,375-2,804) 

6,349(5,185-

7,460)          

1,560 

(1,058-1,904) 

5,873 

(5,185-6,560)                         

<0,001 

TAS 

(Median/Min-Max) 

1,653 

(1,280-1,717) 

1,831 

(1,723-1,885)               

1,553 

(1,452-1,655) 

1,828 

(1,731-1,912)    

1,693 

(1,475-1,776) 

1,797 

(1,725-1,886)                          

<0,001 

Katalaz 

(Median/Min-Max) 

1,552 

(0,536-2,251) 

0,510 

(0,104-1,117)       

0,888 

(0,016-1,190) 

0,940 

(0,305-1,921)                

1,407 

(0,104-1,552) 

0,743  

(0,538-1,455)                            

0,052 

G6PD 

(Median/Min-Max) 

7,618 

(6,925-12,60) 

5,384 

(5,00-4,702)               

10,455 

(7,41-15,86) 

6,925 

(5,898-7,238)             

6,501 

(6,032-9,025) 

5,540  

(5,00-6,032) 

<0,001 

NO 

(Median/Min-Max) 

0,302 

(0,277-0,360) 

0,244 

(0,127-0,265)                

0,350 

(0,234-0,432) 

0,216 

(0,101-0,402)               

0,306 

(0,243-0,337) 

0,196  

(0,118-0,242) 

0,001 

Ürik Asit 

(Median/Min-Max) 

0,798 

(0,479-1,140) 

0,369 

(0,346-0,448)      

0,574 

(0,377-1,093) 

0,385  

(0,361-0,731) 

0,393 

(0,354-1,038) 

0,476 

(0,354-0,904) 

0,034 

MDA 

(Median/Min-Max) 

0,453 

(0,355-0,757) 

0,564 

(0,418-0,656)   

0,470 

(0,359-0,719) 

0,926 

(0,648-1,054)                 

0,715 

(0,368-1,364) 

0,592 

(0,389-1,497) 

0,047 

Askorbik Asit 

(Median/Min-Max) 

0,270 

(0,268-0,313) 

0,285 

(0,272-0,294)   

0,279 

(0,264-0,301) 

0,279 

(0,264-0,294)      

0,281 

(0,260-0,301) 

0,281 

(0,272-0,290) 

0,934 

Glutatyon 

(Median/Min-Max) 

1,252 

(1,080-1,300) 

1,165 

(1,126-1,223)                

1,165 

(1,087-1,786) 

1,165 

(1,126-1,262)                   

1,300 

(1,145-1,533) 

1,135 

(1,126-1,223) 

0,403 

NOS 

(Median/Min-Max) 

2,992 

(2,729-4,015) 

4,580 

(3,438-5,616)               

2,637 

(1,732-2,887) 

4,868  

(4,251-5,485)                   

2,270 

(2,125-2,992) 

3,622  

(3,543-4,645)                        

<0,001 

H2O2 

(Median/Min-Max) 

0,338 

(0,326-0,395) 

0,342 

(0,296-0,357)               

0,338 

(0,326-0,692) 

0,361 

(0,342-0,562)                                             

0,349 

(0,319-0,653) 

0,361 

(0,342-0,486) 

0,273 

NAD/NADH  

(Median/Min-Max) 

0,533 

(0,476-0,606) 

0,656 

(0,489-0,836)    

0,511 

(0,358-0,557) 

0,720  

(0,682-0,796)                  

0,502 

(0,428-0,640) 

0,768 

(0,588-1,121) 

<0,001 

Nitrotirozin-3 

(Median/Min-Max) 

1,129 

(0,864-2,235) 

0,928 

(0,662-1,794)              

1,120 

(0,856-1,321) 

1,094 

(0,902-3,086)                  

1,616 

(1,537-3,124) 

1,086 

(0,894-1,668) 

0,101 

Ferritin 

(Median/Min-Max) 

70,50 

(50-142) 

47,00 

(44-84)                       

60 

(49-117) 

54,80 

(44-85)                         

51,50 

(47-75) 

76,50 

(61-137) 

0,049 
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Gruplar arasındaki verilerin karşılaştırılmasında Kruskal-Wallis testi 

kullanıldı. P<0.05 anlamlı olarak kabul edildi. İstatistiksel olarak anlamlı değişim 

bulunan analiz sonuçları şunlardır: GPX (0,016), ALDH (<0,001), TAS (<0,001), 

G6PD (<0,001), NO(0,001), Ürik Asit (0,034), MDA (0,047), NOS (<0,001), Ferritin 

(0,049). İstatistiki olarak anlamlı bulunan analiz sonuçları kendi içinde ikili olarak 

karşılaştırılmıştır. Anlamlı çıkan farkların ikili grup karşılaştırmasında Mann-

Whitney U testi kullanıldı(tablo3.2). 

 

Tablo3.2. Anlamlı çıkan gruplardaki analiz sonuçlarının kendi aralarında 

karşılaştırılma 

 

 

 

 

 

 

 

Grup P 

(GPA) 

P 

(ALDH) 

P 

(TAS) 

P 

(G6PD) 

P 

(NO) 

P 

(Ürik A) 

P 

(MDA) 

P 

(NOS) 

P 

(NAD/ 

NADH) 

P 

(Ferritin) 

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-

UVB 

0,016 0,423 0,749 0,010 0,423 0,228 0,006 0,631 0,262 0,422 

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 uygulamasına göre sonuçların karşılaştırılması 

Analiz UV-A UV-B UV-YOK p 

GPA                                         

(Median/Min-

Max)  

77,50                       

(68,33-81,66)                      

89,99             

  (40-110)                          

68,33                       

(21,66-168,33)          

0,567 

GRA                                       

(Median/Min-

Max)              

1,406  

 (0,351-4,921)                

1,054      

 (0,351-1,406)                

1,230 

(0,703-2,109) 

0,549                   

SOD     

(Median/Min-

Max)  

87,50          

  (25-100)                     

68,75     

  (25-100)                         

56,25     

   (25-100)                       

0,545 

ALDH  

(Median/Min-

Max)  

1,587          

(1,216-1,851)           

1,746    

    (1,375-2,804)           

1,560 

(1,058-1,904) 

0,556 

TAS  

(Median/Min-

Max)  

1,653 

(1,280-1,717)     

1,553 

(1,452-1,655)    

1,693 

(1,475-1,776) 

0,172 

Katalaz 

(Median/Min-

Max)               

1,552  

 (0,536-2,251)       

0,888  

  (0,016-1,190)   

1,407   

(0,104-1,552) 
0,042 

G6PD  

(Median/Min-

Max)               

7,618   

   (6,925-12,600)    

10,455 

  (7,417-15,862)     

6,501 

(6,032-9,025) 
0,022 

NO   

(Median/Min-

Max)  

0,302   

  (0,277-0,360)      

0,350  

    (0,234-0,432)   

0,306  

 (0,243-0,337)  

0,489 

Ürik Asit  

(Median/Min-

Max)  

0,798   

   (0,479-1,140)      

0,574     

(0,377-1,093)      

0,393     

 (0,354-1,038) 

0,079 

MDA  

(Median/Min-

Max)     

0,453       

(0,355-0,757)   

0,470  

    (0,359-0,719)    

0,715   

(0,368-1,364)   

0,347 

Askorbik Asit  

(Median/Min-

Max)  

0,270   

  (0,268-0,313)    

0,279     

 (0,264-0,301)        

0,281    

 (0,260-0,301) 

0,850 

Glutatyon  

(Median/Min-

Max)   

1,252     

 (1,080-1,300)     

1,165     

 (1,087-1,786)        

1,300    

(1,145-1,533) 

0,586 

NOS  

(Median/Min-

Max)  

2,992      

(2,729-4,015)         

2,637      

 (1,732-2,887)        

2,270     

(2,125-2,992) 
0,013 

H2O2  

(Median/Min-

Max)  

0,338 

(0,326-0,395) 

0,338       

(0,326-0,692)          

0,349      

(0,319-0,653) 

0,758 

NAD/NADH       

(Median/Min-

Max)  

0,533 

(0,476-0,606)    

0,511      

(0,358-0,557)    

0,502       

(0,428-0,640) 

0,337 

Nitrotirozin-3  

(Median/Min-

Max)  

1,129       

(0,864-2,235)     

1,120    

(0,856-1,321)      

1,616   

  (1,537-3,124) 
0,020 

Ferritin  

(Median/Min-

Max)                  

 

70,50     (50-142)   60(49-117)    51,50    (47-75) 0,173 
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Tablo3.4. Keratokonus grubunda UV uygulamasına göre karşılaştırıldığında anlamlı 

çıkan analiz sonuçları 

Analiz UV-A UV-B p* UV-

YOK 

p†                           p‡ 

Katalaz 

(Median/Min-

Max)     

1,552     

  (0,536-

2,251)                 

0,888   

(0,016-

1,190)                       

0,026 1,407     

 (0,104-

1,552)                 

0,310                   0,093 

G6PD                             

(Median/Min-

Max)      

7,618    

(6,925-

12,600)                 

10,455            

(7,417-

15,862)                            

0,180            6,501      

(6,032-

9,025)                 

0,132                  0,009 

NOS                               

(Median/Min-

Max)      

2,992                 

(2,729-

4,015)           

2,637               

(1,732-

2,887)                      

0,009 2,270                 

(2,125-

2,992)      

0,015                   0,310 

Nitrotirozin-3                    

(Median/Min-

Max)         

1,129               

(0,864-

2,235)      

1,120                

(0,856-

1,321)                         

0,485               1,616                    

(1,537-

3,124)  

0,132                  0,002 

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

p† : UV-A ve UV-YOK ikili grup karşılaştırması 

p‡ : UV-B ve UV-YOK ikili grup karşılaştırması 
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Şekil3.1. Keratokonus grubunda UV uygulamasına göre Katalaz, NOS, G6PD ve 

Nitrotirozin-3 seviyelerinin grafikleri 

Kontrol grubu içinde UV uygulamasına göre yapılan karşılaştırmalar 

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

gruplar istatistiksel olarak incelendiğinde anlamlı fark bulunan analizler ve p değerleri 

sırasıyla; GPX (p=0.012), G6PD (p=0.016), MDA (p=0.039), NOS (p=0.042), H2O2 

(p=0.046), Ferritin (p=0.031) olarak bulundu.Bu gruplar kendi içlerinde ikili olarak 

karşılaştırıldığı zaman anlamlı farklılık gösteren sonuçlar Tablo3.6’da gösterilmiştir. 
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Tablo3.5. Kontrol grubunda UV uygulamasına göre yapılan karşılaştırmalar 

Değişken 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)   

ÜrikAsit 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)   

H2O2 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 uygulamasına göre karşılaştırıldığında anlamlı çıkan 

analiz sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 

Değişken UVA UVB p* Uvyok p† p‡ 

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)     

H2O2 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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Şekil 3.2Kontrol grubunda UV uygulama gruplarına göre anlamlı fark bulunan analizlerin 

grafikleri 

Örnekler her bir UV grubu içinde karşılaştırılarak da değerlendirildi. Bu karşılaştırmalar 

Tablo3.7’de verilmiştir. UV-A grubunda keratokonus ve kontrol arasında istatistiksel 

olarak anlamlı fark çıkan analizler şunlardır: ALDH(p=0.002), TAS (p=0.002), Katalaz 

(p=0.009), G6PD (p=0.002), NO (p=0.002), Ürik Asit (p=0.002), NOS (p=0.004). UV-B 

grubunda keratokonus ve kontrol arasında istatistiksel olarak anlamlı fark çıkan analizler 

şunlardır: 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 arasında istatistiksel olarak anlamlı fark çıkan analizler şunlardır: 

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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Tablo3.7. Keratokonus ve kontrol gruplarının herbir UV grubu içinde karşılaştırmaları

Değişken 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)  
Ürik 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 1,3 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)  
H2O2 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 

Median/Min-Max (50-142) (44-84)  (49-117) (44-85)  (47-75) (61-137)  



 

Şekil3.3. UV-A uygulanan grupta ALDH ve TAS seviyelerinin grafiği 

 

 

 

Şekil3.4. UV-A uygulanan grupta G6PD ve Katalaz seviyeleri 

 

 

Şekil3.5. UV-A uygulanan grupta NO ve NOS seviyeleri 
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Şekil 3.6 UV-B uygulanan grupta ALDH ve TAS seviyeleri 

 

 

Şekil 3.7 UV-B uygulanan grupta G6PD ve MDA seviyeleri 

 

Şekil3.8. UV-B uygulanan grupta NO ve NOS seviyeleri 
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Şekil3.9. UV uygulanmayan grupta ALDH ve TAS seviyeleri 

 

 

 

Şekil3.10. UV uygulanmayan grupta G6PD ve TAS seviyel 

 

 

Şekil3.11. UV uygulanmayan grupta NO ve NOS seviyeleri 

3.2 Gerçek Zamanlı PCR Sonuçları 

Gerçek zamanlı PCR ile antioksidan enzimlerin mRNA ifade miktarındaki 

değişimleri incelenmiştir. Keratokonus ve kontrol gruplarında incelenen enzimlerin 

relatif ekspresyon değerleri Tablo3.8’da karşılaştırılmıştır. Keratokonus ve kontrol 

gruplarında antioksidan enzim expresyonları yönünden anlamlı fark bulunmamıştır. 
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Tablo3.8. Enzim ekspresyonlarındaki değişimler 

 

Analiz       KK /UVA             
Kontrol/ 

UVA         

Kontrol/ 

UVB            
KK UVB               KK Kontrol p*    

 

ALDH 

 

(Median/Min-

Max) 

 

0,058 

(0,00-

0,12) 

 

0,078 

(0,03-

0,18) 

 

0,052 

(0,00-

0,20) 

 

0,037 

(0,00-

0,08) 

 

0,093 

(0,04-0,12 

 

0,027 

(0,00-

0,10) 

 

0,010 

 

 

GPX 

(Median/Min-

Max) 

 

0,074 

(0,04-0,22) 

 

0,066 

(0,03-

0,12) 

 

0,106 

(0,01-

0,30) 

 

0,033 

(00-0,09 

 

0,106 

(0,05-

0,16) 

 

0,056 

(0,00-

0,14) 

 

0,015 

 

SOD1 

(Median/Min-

Max) 

 

0,036 

(00-0,10) 

 

0,36 

(0,03-

0,06) 

 

0,050 

(0,01-

0,14) 

 

0,023 

(00-0,13) 

 

0,052 

(0,04-

0,12) 

 

0,037 

(00-0,08) 

 

0,127 

*Kruskal-Wallis test 

Tablo 3.9.Gruplardaki enzim ekspresyonlarının ikili grup karşılaştırılması 

Gruplar P 

(ALDHmRN

A) 

P 

(GPmRNA) 

P 

(SOD1mRNA

) 

P 

(SOD3mRNA

) 

KK UVA / Kontrol 

UVA 

0,190 0,456 0,882 0,230 

KK UVB/ Kontrol 

UVB 

0,280 0,049 0,247 0,684 

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/ 

KontrolUVB 

0,043 0,022 0,095 0,842 

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 lokusları için gerçek zamanlı PCR sonuçlarına göre mRNA 

arasında (p> 0,05) arasında anlamlı fark bulunmadı. ALDH lokusu için UVA grubu 

nispi değerler bakımından kontrol grubundan (p <0.05) farklıdır. Ancak, UVB ve 

kontrol grubu arasında (p> 0.05) arasında anlamlı bir fark yoktur. GPX lokusu için 

UVA grubu nispi değerler bakımından kontrol grubundan (p <0.05) farklıdır. Ancak, 

UVB ve kontrol grubu arasında (p> 0.05) anlamlı bir fark yoktur. GSR lokusu için tüm 

gruplarda (p> 0.05) anlamlı bir fark yoktur. SODI lokusu için UVA grubu nispi 

değerler bakımından kontrol grubundan (p <0.05) farklıdır. Ancak, UVB ve kontrol 

grubu arasında (p> 0.05) arasında anlamlı bir fark yoktur. SODIII lokusu için mRNA 

ekspresyonu, gerçek zamanlı PCR sonuçlarına göre dört grupta hemen hemen eşitti. 

Bu grupların (p> 0,05) arasında anlamlı fark bulunmadı. 

ekspresyonu genel itibari ile azalma gösterdi ancak GSR ve SODIII lokusları açısından 

gruplar 

Sonuç: Antioksidan enzimlerden Süperoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz ve 

Glutatyon Redüktaz enzimlerinin miktar değerlendirilmesi yapıldı. Altı lokusta Real-

Time PCR analizi 8 örnek için yapıldı, sonraki dönemde bu sayı 20’ye tamamlanmıştır. 

Çalışmada sadece UV uygulanan keratokonuslu ve kontrol grubu hücreleri ile 

çalışılmış olup bir sonraki dönem için UV uygulanmayan grup ile birlikte 

karşılaştırılması yapılmıştır. Diğer antioksidan enzimler olan Glucose-6-Phosphate 

Dehydrogenase (G6PD), Catalase (CAT), Aldehit Dehydrogenaz (ALDH) 

enzimlerinin aktiviteleri sonraki dönemde incelenmiştir. Malzemelerin temininde 

firmalardan kaynaklanan gecikmeler nedeni ile Nitrik Oksit Sentaz (NOS) ve Nitrik 

Oksit (NO) miktarları; lipid peroksidasyonu ve protein nitrasyonu son ürünleri olan 

MDA ve Nitrotirozin miktarları sonraki dönemde incelenmeye alınmıştır. Ayrıca 

DNA tamir mekanizmasında etkili olan proteinlerin miktarı ve genomik DNA 

kırıkları incelemesi yapılacak, toplam ROS miktarı (O2, H2O2, OH-) ve enzim olmayıp 

doğrudan UV ışınlarını soğuran ve indirgeyici Glutatyon (GSH), Askorbic Asit (C 

vitamini), alfa-Tokoferol (E Vitamini), NADPH, ve Ferritin moleküllerin miktar 

incelenmesi işlemleri de UV uygulanmayan ve UV ışınına maruz bırakılan 

keratokonuslu ve kontrol grubundan örnek alınarak bir sonraki dönemde 

gerçekleştirilmiştir. 
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3.3 UV Absorbans Ölçümü Sonuçları 

UV uygulanan ve uygulanmayan keratokonuslu ve normal örneklerde UV 

absorbans ölçüm sonuçları Tablo 3.9’de verilmiştir. Keratokonus ve kontrol 

gruplarında UV uygulamasına göre ikili karşılaştırmalar Tablo 3.10’te gösterilmiştir. 

Keratokonus grubunda her 3 UV uygulaması arasında da anlamlı fark vardır: 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 uygulaması arasında anlamlı fark çıkmıştır: 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 içinde keratokonus ve kontrol olarak 

karşılaştırıldığı zaman yine 3 grup arasında da anlamlı fark çıkmıştır. Bu sonuçlar da 

Şekil 3.12’de verilmiştir. 

Tablo 3.10. Keratokonus ve Kontrol grubunda UV absorbans değerleri 

 UV-A UV-B UV-YOK P 

Keratokonus 

(Median/Min-

Max) 

0,459 

(0,457-0,468) 

0,532 

(0,513-0,542) 

0,560 

(0,550-0,569) 

0,001 

Kontrol 

(Median/Min-

Max) 

0,663 

(0,659-0,670) 

0,518 

(0,510-0,523) 

0,618 

(0,612-0,623) 

0,001 

Tablo 3.11. Keratokonus ve kontrol gruplarında UV absorbans değerlerinin ikili 

karşılaştırmaları 

 UV-A UV-B p* UV-YOK p† p‡ 

Keratokonus 

(Median/Min-Max) 

0,459 

(0,457-0,468) 

0,532 

(0,513-

0,542) 

0,004 0,560 

(0,550-0,569) 

0,004 0,004 

Kontrol 

(Median/Min-Max) 

0,663 

(0,659-0,670) 

0,518 

(0,510-

0,523) 

0,004 0,618 

(0,612-0,623) 

0,004 0,004 

* UV-A / UV-B ikili grup karşılaştırması 

† UV-A / UV-YOK ikili grup karşılaştırması 

‡ Uv-B / UV-YOK ikili grup karşılaştırması 
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Şekil 3.12. Keratokonus ve kontrol gruplarında UV absorbans değerlerinin 

karşılaştırılması 

3.4 DNA Hasarı Ölçümü 

Keratokonus ve kontrol gruplarında UV uygulamasına göre DNA hasarı 

miktarlarının karşılaştırması Tablo 3.11’te verilmiştir. Gruplar arasında DNA hasarı 

yönünden anlamlı fark bulunmamıştır.Keratokonus ve kontrol gruplarında UV 

uygulamasına göre ikili karşılaştırmalar Tablo3.12’te gösterilmiştir. 

Tablo 3.12. Keratokonus ve kontrol gruplarında DNA hasarının karşılaştırılması 

 UV-A UV-B UV-YOK p 

Keratokonus 

(Median/Min-

Max) 

 

7,20 

(5,50-9,60) 

8,65 

(4,40-9,70) 

7,50 

(4,90-8,80) 

0,692 

Kontrol 

(Median/Min-

Max) 

 

6,60 

(4,60-8,80) 

6,85 

(5,40-9,00) 

7,10 

(4,80-9,80) 

0,750 

 

 

 

Tablo 3.13. Keratokonus ve kontrol gruplarında DNA hasarının ikili karşılaştırmaları 

 Keratokonus Kontrol p* 

UV-A 7,20 6,65 0,310 
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(Median/Min-

Max) 

(5,50-9,60) (4,60-8,80) 

UV-B 

(Median/Min-

Max) 

8,65 

(4,40-9,70) 

6,85 

(5,40-9,00) 

0,310 

UV-YOK 

(Median/Min-

Max) 

7,50 

(4,90-8,80) 

7,10 

(4,80-8,80) 

0,937 

 

3.5AntioksidanÖlçüm Sonuçları 

3.5.1.Süperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ölçüm sonuçları 

 

Şekil 3.13. Normal ve keratokonuslu hasta gruplarında ölçülen total SOD aktivitesi 

ELISA okuyucu ile yapılan ölçüm sonuçlarına göre, keratokonuslu olmayan örneklerde 

toplam SOD aktivitesi %67 iken, keratokonuslu hastalarla yapılan ölçüm sonuçlarında 

toplam SOD aktivitesi %41 olarak gözlendi. 

 

 

 

3.5.2.Glutatyon peroksidaz(GPx)Aktivitesinin ÖlçülmSonuçları 
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Şekil 3.14.Keratokonuslu ve normal kornea epitel hücrelerinde ölçülen glutatyon 

peroksidaz antioksidan enzim aktivitesinin belirlenmesi 

Ölçüm sonuçlarına göre, keratokonuslu hücre lizatlarından 25°C’de 5 dakika 

süresinceölçülen glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi 7,4 nmol; kontrol epitel 

hücrelerinden 25°C’de 5 dakikada ölçülen değer 8,8 nmol olarak hesaplandı. 

3.5.3.Glutatyon Redüktaz (GR) Aktivitesinin Ölçülmesi 

 

Şekil 3.15. Keratokonuslu ve normal kornea epitel hücrelerinde ölçülen glutatyon 

redüktaz antioksidan enzim aktivitesinin belirlenmesi 
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Yapılan ölçüm sonuçlarına göre, keratokonuslu hücre lizatlarından 25°C‟de 10 dakika 

süresince ölçülen glutatyon redüktaz enzim aktivitesi 2,6 nmol; normal kornea epitel 

hücrelerinden 25°C’de 10 dakikada ölçülen değer 8,4 nmol olarak kaydedildi. 

 

3.5.4.Aldehit Dehidrojenaz Aktivitesinin Ölçülmesi 

 

Şekil3.16.Kontrol Grubu ve Keratokonus Hastalarında Ölçülen ALDH Miktarları 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde Aldehid Dehidrojenaz aktivitesi mililitrede ortalama6,0 µU,   uvB 

uygulanan kontrol grubunda 6,3 µU, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 

5,9 µU olarak ölçülmüştür. Diğer yandan keratokonus grubu hastalarına bakıldığında 

uA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama Aldehid Dehidrojenaz aktivitesi 1.6 µU, 

uvB uygulanan keratokonuslu grupta 1.9 µU, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta 

ise ortalama 1.5 µU olarak ölçülmüştür.  

Bu değerlendirmeden çıkan sonuçlara göre, kontrol grubu hücrelerinde ölçülen ALDH 

miktarının, keratokonus hastalarında ölçülen ALDH miktarından yaklaşık 3 kat daha 

fazla olduğu gösterilmiştir. 
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3.5.5.Total Antioksidan Seviyesinin Ölçümü 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına bakıldığında, Total Antioksidan 

Aktivitesi indirgenmiş Cu+2 (nmol) baz alınarak değerlendirilmiştir. Buna göre uvA 

uygulanmış kontrol grubu hücrelerinde indirgenmiş Cu+2 oranı 1.81 nmol,   uvB 

uygulanan kontrol grubunda 1.83 nmol, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde 

ise 1.80 nmol olarak ölçülmüştür. Diğer yandan keratokonus grubu hastalarına 

bakıldığında 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 ölçülmüştür. Total 

antioksidan seviyesinin her iki gruptaki değerlendirmesine bakıldığında kontrol grubu 

ve keratokonus grubu hücrelerinde çıkan sonuçların birbirlerine yakın değerler olduğu 

görülmüştür 

 

Şekil3.17.Kontrol ve Keratokonus Hücrelerinde Total Antioksidan Kapasitesi 

miktarı 
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3.5.6.Katalaz Aktivitesinin Ölçüm sonuçları 

 

Şekil3.18.Kontrol ve Keratokonus Hücrelerinde Katalaz Aktivitesinin miktarları  

kontrol grubu hücrelerinde Katalaz aktivitesi mililitrede ortalama0.79 µU,   uvB 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış uygulanan 

kontrol grubunda 1.56 µU, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 2.52 µU 

olarak ölçülmüştür. Diğer yandan keratokonus grubu hastalarına bakıldığında uA 

uygulanan keratokonuslu grupta ortalama Aldehid Dehidrojenaz aktivitesi 3.47 µU, 

uvB uygulanan keratokonuslu grupta 1.10 µU, uv uygulanmayan keratokonuslu 

grupta ise ortalama 1.77 µU olarak ölçülmüştür. 

3.5.7.Glukoz-6 fosfat dehidrojenaz aktivitesinin ölçüm Sonuçları 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol 

grubu hücrelerinde Glukoz-6 fosfat dehidrojenaz aktivitesi mililitrede ortalama5.59 

µU,   uvB uygulanan kontrol grubunda 6.68 µU, uv uygulanmayan kontrol grubu 

hücrelerinde ise 5.55 µU olarak ölçülmüştür. Diğer yandan keratokonus grubu 

hastalarına bakıldığında uA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama Aldehid 

Dehidrojenaz aktivitesi 8.58 µU, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 10.89 µU, uv 

uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 7.01 µU olarak ölçülmüştür. 
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Şekil3.19.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hastalarında Glukoz-6 Fosfat Dehidrojenaz 

Aktivitesinin miktarları 

3.5.8 Nitrik Oksit Seviyesinin Ölçülmesi 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde Nitrik Oksit aktivitesi ortalama0,23 µM,   uvB uygulanan kontrol 

grubunda 0.22 µM, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 0.19 µM olarak 

ölçülmüştür. Keratokonus grubu hastalarına bakıldığında uvA uygulanan 

keratokonuslu grupta ortalama Nitrik Oksit aktivitesi 0.31 µM, uvB uygulanan 

keratokonuslu grupta 3.46 µM, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 

0.29µM olarak ölçülmüştür.  

 

Şekil3.20.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hastalarında Nitrik Oksit Aktivitesini 

miktarları  
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3.5.9.Ürik Asit Miktarının Ölçülmesi 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde Ürik asit miktarı mililitrede ortalama0.38 nmol,   uvB uygulanan kontrol 

grubunda 0.49 nmol, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 0.53 nmol 

olarak ölçülmüştür. Diğer 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 ürik asit ölçülmüştür. 

 

Şekil3.21.Kontrol ve Keratokonus Hücrelerinde Ürik Asit Miktarları 

3.5.10 Lipit Peroksidasyon (MDA) Seviyesinin Ölçülmesi 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde Malondialdehit (MDA) miktarı 1 mg proteinde ortalama0.55 nmol 

MDA,   uvB uygulanan kontrol grubunda 0.88 nmol, uv uygulanmayan kontrol grubu 

hücrelerinde ise 0.71 nmol olarak ölçülmüştür. Diğer 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 ölçülmüştür 
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Şekil3.22.Kontrol ve Keratokonus Hastalarında MDA Miktarları 

3.5.11Askorbik Asit Miktarının Ölçülmesi 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde Askorbat konsantrasyonu ortalama0,285 µM,   uvB uygulanan kontrol 

grubunda 0.279 µM, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 0.280 µM olarak 

ölçülmüştür. Keratokonus grubu hastalarına bakıldığında uvA uygulanan 

keratokonuslu grupta ortalama Askorbat 0.281 µM, uvB uygulanan keratokonuslu 

grupta 0.283 µM, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 0.282 µM 

olarak ölçülmüştür. 

 

Şekil3.23.Kontrol ve Keratokonus Hücrelerinde Askorbat Konsantrasyonları  
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3.5.12 Glutatyon Seviyesinin Ölçülmesi 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde Glutatyon konsantrasyonu  ortalama1.172 ng,   uvB uygulanan kontrol 

grubunda 1.181 ng, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 1.152 ng olarak 

ölçülmüştür. Keratokonus grubu hastalarına bakıldığında 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 

olarakölçülmüştür. 

 

Şekil3.24.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hücrelerinde Glutatyon Seviyesi 

3.5.13Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Aktivitesinin Ölçülmesi 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde Nitrit Oksit Sentaz konsantrasyonu ortalama4.63 mU/mg,   uvB 

uygulanan kontrol grubunda 4.86 mU/mg, uv uygulanmayan kontrol grubu 

hücrelerinde ise 3.84 mU/mg olarak ölçülmüştür. Keratokonus grubu hastalarına 

bakıldığında 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 ölçülmüştür. 
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Şekil3.25.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hücrelerinde Nitrik Oksit Sentaz 

Aktiviteleri 

3.5.14Hidrojen Peroksit (H2O2) Miktarının Ölçülmesi 

okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde H2O2 konsantrasyonu  ortalama0,34 µM,   uvB uygulanan kontrol 

grubunda 0.39 µM, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 0.38 µM olarak 

ölçülmüştür. Keratokonus grubu hastalarına bakıldığında uvA uygulanan 

keratokonuslu grupta ortalama H2O2 0.35 µM, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 

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

ölçülmüştür. 
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Şekil3.26.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hücrelerinde H2O2 Miktarları 3.5.15 

NAD/NADH Miktarının ÖlçülmesiELISA okuyucu ile elde edilen grafik 

sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu hücrelerinde NADHkonsantrasyonu  

ortalama0,66 µM,   uvB uygulanan kontrol grubunda 0.73 µM, uv uygulanmayan 

kontrol grubu hücrelerinde ise 0.79 µM olarak ölçülmüştür. Keratokonus grubu 

hastalarına bakıldığında uvA uygulanan keratokonuslu grupta ortalama NADH 

miktarı0.54 µM, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 0.49 µM, uv uygulanmayan 

keratokonuslu grupta ise ortalama 0.51 µM olarak ölçülmüştür. 

 

Şekil3.27.Kontrol ve Keratokonus GrubuHücrelerinde NADH Miktarları 
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3.5.16 Nitrotirozin Miktarının Ölçülmesi  

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

hücrelerinde 3-Nitrotirozinkonsantrasyonu  ortalama1.06 ng,   uvB uygulanan kontrol 

grubunda 1.55 ng, uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 1.17 ng olarak 

ölçülmüştür. Keratokonus grubu hastalarına bakıldığında uvA uygulanan 

keratokonuslu grupta ortalama 3-Nitrotirozin miktarı1.31 ng, uvB uygulanan 

keratokonuslu grupta 1.08 ng, uv uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 

1.87 ng olarak ölçülmüştür. 

 

Şekil3.28.Kontrol ve Keratokonus Grubu Hücrelerinde Nitrotirozin Miktarları 

3.5.17 Ferritin Miktarının Ölçülmesi 

ELISA okuyucu ile elde edilen grafik sonuçlarına göre, uvA uygulanmış kontrol grubu 

Ferritinkonsantrasyonu  ortalama54.5 ng,   uvB uygulanan kontrol grubunda 57.9 ng, 

uv uygulanmayan kontrol grubu hücrelerinde ise 87.5 ng olarak ölçülmüştür. 

Keratokonus grubu hastalarına bakıldığında uvA uygulanan keratokonuslu grupta 

ortalama Ferritin miktarı87.7 ng, uvB uygulanan keratokonuslu grupta 74.7 ng, uv 

uygulanmayan keratokonuslu grupta ise ortalama 57.8 ng olarak ölçülmüştür. 
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       Şekil3.29.Kontrol ve Keratokonus Hücrelerinde Ferritin Miktarları 

3.5.18DNA Hasarının Belirlenmesi 

 

Şekil3.30.Kontrol ve keratokonus hücrelerinde DNA hasarının miktarını 

belirlenmesi amacıyla apürinik/aprimidinik (AP) bölgelerinin sayısını gösteren 

grafik 
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4 TARTIŞMAVE SONUÇ 

Keratokonus hastalığının etyopatojenezi tam olarak aydınlatılamamış olmasına 

rağmen, çeşitli çalışmalarda antioksidan sistemle ilgili çok sayıda bozukluk tesbit 

edilmiştir. Keratokonusta görülen patolojilerin çoğu (stromada incelme, kollajen 

liflerinde dizorganizasyon, Bowman membranında çatlaklar, Desme membran rüptürü 

gibi) stromada meydana gelmektedir. Zaten kornea kalınlığının %90’ını da stroma 

tabakası oluşturmaktadır. Bu nedenle yapılan çalışmaların çoğunda patolojinin 

kaynağı olarak stroma gözönüne alınmakta ve incelenmektedir.  

Kornea epiteli 50 mikron kalınlığıyla kornea kalınlığının %10’unu 

oluşturmaktadır. Ancak korneaaçısından çok önemli fonksiyonları vardır. Bunlardan 

biri de UV ışınlarının filtrelenmesidir. UV-A ışınları görünür ışığa en yakın 

dalgaboyudur ve dokulara zararı nisbeten daha azdır. UV-A ışınının az bir kısmı 

epitelde, çoğunluğu stromada, geri kalan az bir oranı da lenste absorbe edilir. UV-B, 

daha kısa dalgaboyundan oluşur, daha fazla enerji taşır ve dokuya daha fazla zarar 

verir.  

Kornea epiteli, UV-B nin zararlı etkilerine karşı güçlü antioksidan savunma 

sistemleriyle donatılmıştır. Tezimizde bu enzimlerin normal kornea epitelinde ve 

keratokonuslu epiteldeki seviyelerini inceledik ve UV-A ve UV-B nin etkisiyle bu 

enzim seviyelerinde oluşan değişimlere baktık.  

UV uygulanmayan keratokonus ve normal kontrol hücrelerindeki antioksidan 

enzim seviyelerini incelediğimizde, ALDH, NOS, NAD/NADH, TAS aktivitelerinin 

keratokonuslu epitelde azalmış olduğunu, G6PD nin ise yükselmiş olduğunu 

görüyoruz. Azalmış antioksidan enzimlerden dolayı keratokonus hücreleri oksidatif 

strese karşı daha dayanıksız hale gelir. G6PD enziminin yüksekliği, oksidatif strese 

kompansatuar bir yanıt olabilir. NO ve NT seviyeleri de keratokonuslu hücrelerde 

anlamlı şekilde yüksek bulunmuştur. NO, çok kısa ömürlü bir serbest radikaldir ve 

hücre içi haberleşmede kullanılır, ancak süperoksit radikallerinin yüksek olduğu 

ortamlarda “peroksinitrit” oluşturarak doku hasarına neden olabilir (Buddi, 2002). 

Peroksinitrit molekülleri proteinlerle birleşerek oldukça stabil olan Nitrotirozin’i (NT) 

oluşturur. NT seviyelerinin yüksek olması, ortamda peroksinitrit ve nitrojen kaynaklı 
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oksidan moleküller olduğunu gösterir. Keratokonuslu hücrelerde çıkan NT yüksekliği, 

başka çalışmalarda da gösterilmiştir (Buddi, 2002).  

Epitel hücrelerine UV-A uygulandıktan ve 24 saat kültür ortamında inkübe 

edildikten sonra yapılan ölçümlerde, Katalaz (CAT) ve Ürik Asit seviyelerinin 

keratokonuslu hücrelerde normallere göre anlamlı olarak yükseldiğini görmekteyiz. 

Öte yandan, ALDH ve TAS ise düşük kalmaktadır. ALDH ve Ürik Asit, oluşan 

oksidatif yüke cevap olarak yükselmiş olabilir.  

Epitel hücrelerine UV-B uygulandıktan ve 24 saat kültür ortamında inkübe 

edildikten sonra yapılan ölçümlerde, katalaz ve ürik asitte UV-A dan sonra görülen 

artış gözlenmemiştir. Diğer enzimlerde ise UV-A dakine benzer farklılıklar olmuştur. 

Keratokonus hücreleri UV uygulamasına göre de 3 grupta incelendi (UV-A, UV-

B, UV-YOK). İstatistiksel olarak anlamlı çıkan sonuçlar Katalaz, G6PD, NOS ve NT-

3 olarak bulundu. UV-B uygulanan grupta katalaz diğer gruplara göre düşük, G6PD 

ise yüksek bulundu. NOS ise UV-A ve UV-B grubunda UV uygulanmayan gruba göre 

yüksekti. 

Kontrol hücreleri de UV uygulamasına göre incelendiğinde; GPX, G6PD, MDA, 

NOS ve Ferritin’de anlamlı farklılık izlendi. GPX UV-A grubunda diğer gruplara göre 

düşüktü. G6PD ve MDA UV-B grubunda yüksek bulundu. UV uygulanmayan grupta 

NOS seviyesi düşük, Ferritin seviyesi ise yüksekti.  

Antioksidan enzimlerin expresyon seviyeleri incelendi. Enzim ifadelerine bakılan 

ALDH, GPX ve SOD enzimleri incelendiğinde; ALDH ifadesinin keratokonus 

grubunda kontrol grubuna göre belirgin şekilde yüksek olduğu gözlendi. Keratokonus 

grubunda ALDH enzim seviyesi düşükken expresyon seviyesinin yüksek olması, 

translasyon aşamasında bir problem olduğunu düşündürür. GPX enzimi de 

keratokonus grubunda kontrol grubuna göre anlamlı yüksek bulunurken, aynı 

yüksekliğin UV-B uygulaması sonrası da devam ettiği, ancak UV-A sonrası 

görülmediği izlenmektedir.  

Hücrelerin UV absorpsiyonu incelendiğinde Keratokonus ve kontrol gruplarının 

birbirlerinden bariz şekilde farklılaştığı görüldü. Her 3 keratokonus grubunda da 

kontrol gruplarına göre UV absorpsiyonu anlamlı düşüktü. Keratokonus ve kontrol 

grupları arasındaki en belirgin farkın UV-A sonrası grupta en fazla olduğu, ondan 

sonra UV uygulanmamış grup, en sonra da UV-B grubu gelmekteydi. Bu bulguların 

keratokonus patojenezinde çok önemli olabileceği ortadadır. Özellikle UV-A 
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maruziyetinden sonra keratokonus epitelinin UV geçirgenliği artarken, normal epitelin 

ise UV geçirgenliği azalmaktadır. Bu bulgu, epiteldeki UV defans mekanizmalarının 

normal epitelde hızla devreye girdiğini, ancak keratokonus epitelinde bir şekilde 

devreye giremediğini düşündürmektedir.  

Keratokonus ve kontrol grubu DNA hasarı yönünden incelendiğinde iki grup 

arasında anlamlı fark bulunamamıştır. Özellikle UV-B nin direk DNA hasarı yapıcı 

özelliği gözönüne alındığında en azından bu grupta DNA hasarının gözlenmesi 

beklenirdi. Bu durum, keratokonus patojenezinde direk DNA hasarının söz konusu 

olmadığını düşündürmektedir. 

Tez kapsamında hücre yüzey hasarını incelemek üzere SEM incelemesi yapılması 

da planlanmıştı, ancak çalışmanın bu döneminde Kırıkkale Üniversitesinin SEM 

cihazı arızalandı. Çorum Üniversitesi ile anlaşılarak örnekler hazırlanıp oraya 

gönderildi. Orada da örneklerin uygun şekilde muamele edilmemesinden dolayı sonuç 

alınamadı. Bu aşamadan sonra vakit yetersizliği nedeniyle bu inceleme yapılamadı. 

               Sonuç olarak; 

Bu çalışmada keratokonuslu kornea epiteli ile normal kornea epitelinin 

antioksidan mekanizmaları incelenmiş, bu hücrelerin UV-A ve UV-B ye olan 

cevapları ve UV geçirgenlikleri değerlendirilmiştir.  

Bu çalışmadan önemli bilgiler elde edilmiştir: Birincisi, keratokonuslu epitelin 

UV absorbansının normal epitele göre daha fazla olmasıdır. Bu nedenle stromaya daha 

fazla UV-B geçmekte ve muhtemelen UV-B ye bağlı stroma hasarı oluşmaktadır. 

Ayrıca, UV-A maruziyetinden sonra keratokonus epitelinin UV absorbansı daha da 

azalmaktadır. İkinci olarak, epitelde bulunan çok sayıda antioksidan enzimden bir 

kısmı keratokonusta azalmıştır. En başta ALDH olmak üzere bu antioksidanların eksik 

olması nedeniyle keratokonus epitelinde Total Antioksidan Status da düşük 

çıkmaktadır. Muhtemelen, epitelde biriken reaktif oksijen türevlerinin Bowman 

membranı ve stromaya geçmesiyle buralarda hasar ve enflamasyon olmaktadır. 

Üçüncüsü, ALDH enzimi keratokonus epitelinde düşük seviyedeyken, expresyonu 

yüksek seviyededir. Bu da translasyon aşamasında bir sorun olduğunu göstermektedir. 
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