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1. OZET

DEMIRKIRAN C., Keratokonusta kornea epitel hiicrelerinde humanin,
MOTS-c, histatin-1, histatin-3, histatin-5 peptid diizeylerinin belirlenmesi,
nitrozatif stres ve ferroptozla iliskilendirilmesi, Gaziantep Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal, Tipta Uzmanhk Tezi, Gaziantep,
2024

Amag: Keratokonus, tiim etnik gruplarda yaygin, genetik olarak aktarilan ve
genellikle genglerde rastlanan stromal sekil bozuklugudur. Keratokonusun
histopatolojik ozelliklerinden biri korneal epitel bazal membraninda demir
depolanmasidir. Demir, lipit peroksidasyonunu tetikleyip ferroptoza neden olabilir.
Humanin ve MOTS-c (mitokondriyal 16S ribozomal RNA i¢indeki agik okuma
gergevesi), apoptoz, metabolizma ve oksidatif stresin diizenlenmesi de dahil olmak
lizere hiicresel islevin birgok yonii icin kritik Oneme sahiptir. Calismamizda
keratokonus kornea epitel hiicrelerinde ferroptoz ve nitrozatif stres parametrelerinin
diizeyinin belirlenmesi ve keratokonusla iligkilendirilmesi amaglanmistir. Ayni
zamanda bu ¢alismada keratokonuslu hastalardan alinan korneal epitel hiicrelerinde
mitokondriyal tiirevli peptidler olan humanin ve MOTS-c ile endojen antimikrobiyal
peptidlerin 6nemli bir smifi olan histatin-1, histatin-3 ve histatin-5 diizeylerinin
belirlenmesi ve saglikli kornea epitel hiicrelerindeki verilerle karsilastiriimasi
amaclanmstir.

Gerec ve Yontem: Keratokonus tanisi alan ve tedavi olarak korneal ¢apraz baglama
yapilan hastalardan, tedavi uygulanirken tedavinin bir parcasi olarak soyulan ve
cerrahi atik olarak kabul edilen keratokonuslu kornea epitel hiicreleri mekanik
debridmanla elde edildi. Saglikli kornea epitel hiicreleri herhangi bir g6z hastaligi
olmayan ve oOliimden sonraki 24 saat ig¢inde post-mortem alman saglikli dondr
korneasindan mekanik debridmanla elde edildi. Bu gruplarda humanin, MOTS-c,
histatin-1, histatin-3 ve histatin-5 peptid diizeyleri belirlendi, nitrozatif stresin
degerlendirilmesi i¢in nitrik oksit (NO) ve 3-nitrotirozin (3-NT) diizeyleri ve
ferroptozu degerlendirmek igin glutatyon peroksidaz 4 (GPX4), soluble transferrin
reseptorii 1 (STFR1), malondialdehit (MDA) ve asil-KoA sentetaz uzun zincirli aile
iyesi 4 (ACSLA4) diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: Keratokonusta NO ve 3-NT diizeylerinin artmis oldugu bulundu.
Mitokondriyal kokenli peptidlerden MOTS-c diizeyleri azalmakta, fakat humanin
diizeyleri artmaktadir. Kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda  keratokonuslu
hastalardan izole edilen korneal epitel hiicrelerinde MDA ve ACSL4 diizeylerinin
artmasina karsin, GPX4 ve sTFR1 diizeylerinin azaldig1 saptanmistir. Keratokonusta
histatin-1 ve histatin-5 diizeylerinde anlamli bir degisiklik saptanmamis, fakat
histatin-3 diizeylerinde anlamli artis oldugu belirlenmistir.

Sonug: Bu calismada ilk kez histatin-3, nitrozatif stres, mitokondriyal kdkenli peptid
saliverilmesi ve ferroptoz olusumunun keratokonus gelisimine o6nemli katkida
bulundugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Keratokonus, nitrozatif stres, ferroptoz, humanin, MOTS-c,
nitrik oksit, 3-nitrotirozin, histatin-1, histatin-3, histatin-5



ABSTRACT

DEMIRKIRAN C., Determination of humanin, MOTS-c, histatin-1,
histatin-3, histatin-5 peptide levels in corneal epithelial cells in keratoconus and
correlation with nitrosative stress and ferroptosis, Gaziantep University,
Faculty of Medicine, Department of Medical Pharmacology, Medical Speciality
Thesis, Gaziantep, 2024

Objective: Keratoconus is a common, genetically transmitted stromal deformity in
all ethnic groups and is usually seen in young people. One of the histopathological
features of keratoconus is iron storage in the corneal epithelial basement membrane.
Iron can trigger lipid peroxidation and cause ferroptosis. Humanin and MOTS-c
(mitochondrial open-reading frame of the 12S rRNA-c) are critical for many aspects
of cellular function, including the regulation of apoptosis, metabolism, and oxidative
stress. Our study aimed to determine the level of ferroptosis and nitrosative stress
parameters in keratoconus corneal epithelial cells and to associate them with
keratoconus. We also aimed to determine the levels of mitochondrial-derived
peptides humanin and MOTS-c and histatin-1, histatin-3 and histatin-5, an important
class of endogenous antimicrobial peptides, in keratoconus and to compare them
with the results in healthy corneal epithelium.

Materials and Methods: Keratoconus corneal epithelial cells, which was peeled off
as part of the treatment and considered as surgical waste, were obtained by
mechanical debridement from patients diagnosed with keratoconus and treated with
corneal cross-linking. Healthy corneal epithelial cells were obtained by mechanical
debridement from healthy donor corneas that did not have any eye disease and were
taken post-mortem within 24 hours after death. In these groups, humanin, MOTS-c,
histatin-1, histatin-3 and histatin-5 peptide levels were determined, nitric oxide (NO)
and 3-nitrotyrosine (3-NT) levels were measured to evaluate nitrosative stress and
glutathione peroxidase 4 (GPX4), soluble transferrin receptor 1 (sTFR1),
malondialdehyde (MDA) and acyl-CoA synthetase long chain family member 4
(ACSL4) levels were measured to evaluate ferroptosis.

Result: We found that NO and 3-NT levels were increased in keratoconus.
Mitochondrial peptide MOTS-c levels were decreased, but humanin levels were
increased. Compared to the control group, it was found that MDA and ACSL4 levels
increased, while GPX4 and sTFR1 levels decreased in corneal epithelial cells isolated
from patients with keratoconus. No significant changes were found in histatin-1 and
histatin-5 levels, but a significant increase was found in histatin-3 level in keratoconus.
Conclusion: In this study, it was shown for the first time that histatin-3, nitrosative
stress, mitochondrial-derived peptide release and ferroptosis formation contribute
significantly to the development of keratoconus.

Keywords: Keratoconus, nitrosative stress, ferroptosis, humanin, MOTS-c, nitric oxide,
3-nitrotyrosine, histatin-1, histatin-3, histatin-5
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1. GIRIS

Keratokonus, korneanin zayiflamasi ve incelmesi ile olusan tiim etnik
gruplarda nispeten yaygin olan ve genetik olarak kalitilabilen genellikle genclerde
rastlanan stromal bir sekil bozuklugudur. Goérme problemleri olusturup ileri
vakalarda kornea nakline kadar gidebilmektedir. Keratokonusun etiyolojisi ve
patogenezi tam olarak bilinmemektedir (1).

Humanin ve MOTS-c (mitochondrial open-reading frame of the 12S rRNA-
c), bircok hastaligin seyrinde ve yaslanmayla beraber olusan dejeneratif
degisikliklere karsi koruyucu etkisinin oldugu gosterilen mitokondriyal peptidlerdir.
Hiicresel stres kosullarina ve apoptoza karsi lokositler, germ hiicreleri, ndronal
dokular dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerinde koruyucu etkiler gosterirler ve stres
kosullar1 altinda mitokondriyal fonksiyonlar1 diizenleyen temel sitoprotektif
ajanlardir (2). Humanin ve MOTS-c, antiapoptozis, hiicre stres yaniti iltihabi ve
substrat metabolizmasi dahil olmak iizere birgok biyolojik olayda rol alir (3).

Histatinler, endojen antimikrobiyal peptidlerin énemli bir sinifidir. Histatin
peptidleri, HTN1 ve HTN3 geninden kaynaklanan uzunluklar1 7-38 amino asit i¢ceren
12 peptidden (histatin 1-12) olusan ve en az 12 histidin kalintisi ile histidin agisindan
zengin bir ailedir (4,5).

Nitrozatif stres, reaktif nitrojen oksit tiirlerinin nitrozonyum (NO®) grubunu
niikleofil bir gruba aktarmasi sonucu biyomolekiillerin ugradig: strestir. Meydana
gelen reaktif tiirlerin niikleik asit (DNA, RNA) protein ve glutatyon (GSH) gibi
antioksidanlar1 modifiye etmesi nitrozatif stresin temelini olusturur. Reaktif nitrojen
tirleri (RNS) de oksijen radikalleri gibi lipit peroksidasyonuna neden olabilir,
niikleik asitlerde (DNA, RNA) zincir kirilmalarina ve/veya baz modifikasyonlarina
neden olabilir. Ayrica metal iyonlarinda oksidasyona neden olup, proteinleri
oksitleyebilir ve boylelikle antioksidanlarin asirt tiikketilip bitmesine neden olabilirler.
Oksidatif, sitotoksik yan drilinlerin birikmesi, ¢esitli kornea proteinlerinin
degismesine neden olarak bir dizi olay1 tetikleyip apoptoza ve sonunda hiicre kaybi
ile korneal incelmeye neden olabilir. Yapilan ¢alismalar keratokonus patogenezinde
artmis nitrik oksitin (NO) etkili oldugunu gostermistir. Ozellikle de peroksinitritin

yiiksek oranda toksik oldugu belirtilmistir (6-8).



Ilk olarak 2012'de ortaya atilan ferroptoz, lipit hidroperoksitlerin demire bagl
olarak oliimciil seviyelerde birikmesiyle karakterize edilen, programlanmis bir hiicre
olimii seklidir. Baslica ozellikleri; asirt demir yiiklenmesi, lipit peroksidasyonu ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimidir (9,10). Ferroptozdaki son adim, tam
hiicre yetmezligine neden olan asir1 lipit peroksidasyonudur. Ferroptoz, daha once
yaygin olarak oksidatif stres kaynakli hiicre o6liimi big¢iminin birgok o6zelligini
sergilemesine ragmen, onu farkli bir hiicre 6liimii bigimi olarak ayiran bir¢ok yonleri
vardir. Ornegin, ferroptoz, hidrojen peroksit kaynakli nekroz gibi oksidatif stresten
morfolojik ve islevsel olarak farklidir (9,10). Keratokonusta kornea epitelinde demir
birikimi Fleischer halkasi olarak gézlenebilmektedir (11,12). Keratokonusta korneal
stromal fibroblastlarda ROS ve RNS’nin yiiksek diizeyde oldugu ve serbest
radikalleri noétralize eden siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin azaldigi da
gosterilmistir (13,14).

Bu c¢alismamizda keratokonusta kornea epitel hiicrelerinde MOTS-c,
humanin, histatin-1, histatin-3 ve histatin-5 peptid diizeylerinin belirlenmesi ve

keratokonusun nitrozatif stres ve ferroptozla iliskilendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Keratokonus

2.1.1. Keratokonusun Tanim ve Prevalansi

Keratokonus, tiim etnik gruplarda yaygmn olup korneanin zayiflamasi ve
incelmesi ile karakterize, genetik olarak aktarilan ve genellikle genclerde rastlanan
stromal bir sekil bozuklugudur (Sekil 2.1). Goérme problemleri olustugundan
ilerlemis vakalarda kornea nakline kadar gidebilmektedir. Keratokonus etiyolojisi ve
patogenezi heniiz tam olarak bilinmemektedir (1).

Yaklasik 2000'de bir ve yilda 100.000 popiilasyonda iki vaka insidansi ile
keratokonus, otozomal resesif veya dominant bir kalitim modeli gostermektedir ve
cevresel, genetik ve diger faktorlerle etkilesime giren genlerle iliskilidir Tiirkiye’de
yapilan bir ¢alismada keratokonus prevalansi % 2,4 olarak saptanmistir. Keratokonus

cogu vakada sporadiktir. Ancak % 6-14 oraninda aile hikayesi mevcuttur (15-17).

Normal cornea Keratoconus cornea

Sekil 2.1. Normal kornea ve keratokonus korneasi. Keratokonus korneasinda koni seklindeKki
ektatik degisiklik gorilmektedir (18).

2.1.2. Keratokonusun Patofizyolojisi

Keratokonus histopatogenezinde; korneal stromanin normale gore incelmesi,
Bowman tabakasinda olusan kiriklar, kornea epiteli bazal membraninda Fe™
depolanmasi, epitelyal incelme, stromal kollajen fibril yogunlasmasi ve derin stromal
skarlagsma goriilmektedir (12). Keratokonustaki epitel diizensizdir (19,20). Epitel

tabakasi siklikla koni (cone) bolgesinde kalinlasma igerir. ileri evrelerde belirgin



stromal incelmeyi telafi edici epitel kalinlagsmasi siklikla ortaya ¢ikmaktadir (21,22).
Kornea epitelinin bazal katmanlarinda demir birikintileri olusabilmektedir. Bu
birikintiler kendilerini keratokonus tabani etrafinda bir Fleischer halkasi olarak
gostermektedir (11,12).

Keratokonusta koni tepesine uyan bolgede epitel katmanda incelme oldugunu
gosteren caligmalar da mevcuttur (23). Epitelde meydana gelen bazal membran
dejenerasyonlart Bowman tabakasinin epitel igine dogru uzanimlar yapmasina neden
olur. Keratokonusta epitel tabakasinda normal hiicre diizeni kaybolmustur. Kornea
epitel hiicrelerinin dansitesinde de kayip tespit edilmistir (24). Bazal hiicrelerde
diizlesme, yiizey hiicrelerinde uzama ve kivrimlarinda artma koni apeksinde goriilen
hiicresel degisikliklerdir (25). Toplam epitel kalinliginin arttigin1 gésteren ¢alismalar
olmakla beraber azaldigini gésteren ¢alismalar da bulunmaktadir (26-28).

Keratokonusta bazi kollajen tiplerinin kornea epitel ve stromasinda azaldigi
gosterilmis olup Descemet membranda etkilenme (gatlak, ayrilma) nadir olarak
saptanmistir. Baz1 ¢alismalarda dejenerasyon, polimegatizm, hiicre membran lizisi
ve pleomorfizm saptansa da endotel ciddi sekilde etkilenmemektedir (29,30).

Keratokonus gelisiminde biyokimyasal mekanizmalarin katkist oldugu
gosterilmigtir. Katabolik enzimlerdeki (6zellikle proteaz) artma ve proteaz 19
inhibitorlerindeki azalma nedeniyle gergeklesen yikima bagli stromal kayip
artmaktadir (31). Keratokonusta apoptotik hiicre 6liimii sonucu 6n stromal keratosit
hiicrelerinde kayip gerceklesmekte ¢ogunlukla buna korneadaki epitelyal abrazyon
ve subepitelyal ablasyon da eslik etmektedir (32). Keratokonusta kornea epiteli ve
kornea endoteli gibi dokularda interlokin (IL)-1  dretimi ve IL-1 reseptor
ekspresyonunun arttigi ve bunun sonucunda keratosit 6limiiniin arttigi ve keratosit
kemotaksisinin de azaldigi saptanmistir (33). Keratokonusun onceleri inflamatuar
ozellikte olmadigi agirlik kazansa da sonraki ¢alismalarda apoptoz mekanizmalarina
ilaveten inflamatuar kaskadin da etkili oldugu gosterilmistir (34,35). Keratokonusun
karakteristik 6zelligi olan kornea incelmesinde proliferasyon ve apoptoz arasindaki
dengesizlik rol oynamaktadir (32). Keratokonus hastalarinda 6n stromal keratosit
hiicrelerinde apoptotik hiicre oliimiiniin gosterilmesinin yaninda korneal epitel
hiicrelerinde proapoptotik marker olan BAX ekspresyonu artis1 da gosterilmistir.

Keratokonik kornealarin koni bolgesindeki hiicreler, artan hiicre oliimi, kot



farklilagsma (differentiation), proliferasyon ve epitelyal-mezenkimal gecis (transition)
gostermektedir (36).

Bircok c¢alisma, keratokonus ile oksidatif stres arasinda keratokonusun
ilerlemesini etkileyecek sekilde bir korelasyon oldugunu gostermistir (37). Ayrica,
normalde serbest radikalleri nétralize eden SOD gibi antioksidan enzimlerin
keratokonusta azaldigi rapor edilmistir (14). Keratokonusta kaskad hipotezi 6ne
stirilmistiir. Bu hipotezde oksidatif hasara sebep olan lipit peroksidasyonunda artis
sonucu ve NO yolunda bazi anormal ve defektif enzimlerin varlig: ile oksidatif ve
sitotoksik iiriinlerin birikmesi cesitli korneal proteinlerde degisiklige yol agmaktadir.
Bunun sonucunda artmis enzim aktivitesi, sinyal yolaklarinda degisiklikler, apoptoz,
fibrozis gibi olaylar1 igeren bir kaskad baslamaktadir. Saglikli bireylerde oksidatif
stresi azaltmanin keratokonus olusumunu 6nlemede ve ilerlemesini durdurmada
etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Giines gozliigii takmak ve kontakt lens kullanmak
ultraviyoleden (UV) korumada o6nerilmektedir. Diger koruyucu onlemler mekanik
travmay1 (géz ovalama) azaltmak, suni gézyasi, non-steroidal antiinflamatuar ilaglar

ve alerji tedavisiyle kornea yiizeyini rahatlatmak olarak tavsiye edilmistir (8).

Genetic mutations (Environmental factors
(MIR184) (contact lenses, eye

Susceptibility 1 rubbing, atopy, UV
factors (WNT7A, : exposure, hormonal
WNT10A) : changes, comorbidities)

Molecular changes
(i) ECM degradation (collagen,
proteoglycan, MMPs/TIMPs)
(ii) Oxidative stress
(iii) Inflammation (cytokines,

growth factors)
N
,/ N
W Biomechanical
Histopathological changes property changes

(i) Epithelium: cellular enlargement with | 7} and corneal

irregular arrangement and apoptosis |~ thinning
(ii) Stroma: loss in collagenous lamella, \

reduction in keratocyte density with

appearance of nonkeratocyte cells Bonutosonin

Sekil 2.2. Keratokonusun patofizyolojisi (40).

Keratokonuslu hastalarda artan mitokondriyal DNA (mtDNA) igeriginin,

mitokondriyal solunum zinciri kusurlarin1 ve dolayisiyla mitokondriyal anormallik



durumunu gosterdigi bildirilmistir (38). Keratokonus kornealarinda ayrica normal
kornealara kiyasla artmis mtDNA hasari, daha yiiksek ROS seviyeleri ve daha digiik
mitokondriyal membran potansiyeli ve adenozin trifosfat (ATP) diizeylerinin
bulundugu gosterilmistir (39) (Sekil 2.2).

Keratokonusta hastalik ilerlemesini yavaslatabilecek (veya durdurabilecek) ve
etiyolojik tedavileri gelistirmek icin kornea ektazisi, redoks homeostazi ve
inflamatuar yol arasindaki karmasik iliskiyle ilgili cok az sayida ¢alisma mevcut olup

iliskiyi daha iyi anlamak i¢in baska calismalara ihtiyag vardir (37).

2.1.3. Keratokonusta Genetik

Keratokonus ¢ogu vakada sporadiktir. Ancak % 6-14 oraninda aile hikayesi
mevcuttur (17). Monozigotik ve dizigotik ikizler arasinda daha yiiksek uyum
bulunmustur. Keratokonuslu kisilerin ailelerinde genel popiilasyona gére prevalans
15-67 kat yiiksektir (41-43). Otozomal dominant kalitimda birbirinden farkli
fenotiplerin goriilmesi gegis penetransinin tam olmadigini gostermektedir (44).

Genetik acidan etiyolojide tek bir geni suglamak miimkiin degildir. Bugiin
icin heniliz tam olarak aydinlatilamamis karmasik bir genetik yapinin keratokonusa
neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Keratokonuslu hastalar tizerinde yapilan genetik
caligmalarda birgok siipheli gen tespit edilmistir (45-49).

Yapilan galismalarda, WNT10A genindeki bir yanlis kodlama varyanti, kornea
kalinligimin azalmast yoluyla keratokonus ile iligkilendirilmistir (50). WNT7B

genindeki intronik bir varyant ise merkezi kornea kalinligi ile iligkilendirilmistir (51).

2.1.4. Keratokonusta Predizpozan Faktorler

Ektatik kornea hastaliklarinin patogenezinde kalitim ve cevresel faktorlerin
rol oynadig1 gosterilmistir. Yaklasik %8'i genetik mutasyonlardan ve %92'si ¢evresel
faktorlerden kaynaklanmaktadir (49,52).

Iklimin predizpozan faktérlerden biri oldugu varsayilmaktadir. Daha sicak ve
kurak bolgelerde yasayanlarin kornealarinin keratokonus gelisimine daha fazla
maruz kaldig1 6ne siirlilmiistiir. Ancak somut bir kanit bulunamamuistir (53).

Keratokonus genetik olarak duyarli bireylerde géz ovalama, kontakt lens
kullanim1 gibi, mikrotravmaya neden olan ¢evresel faktorler ve endojen faktorlerin

bir araya gelmesi sonucu meydana gelen, multifaktoriyel korneal bir hastaliktir (54).



Uzun siireli géz ovalama keratokonus gelisimi i¢in 6nemli ve bagimsiz bir risk
faktortdiir. Allerji ve atopi keratokonus ile iliskilendirilmistir. Atopinin kendisinden
¢ok, neden oldugu g6z ovalamanin hastalig: tetikledigi bildirilmektedir (55-56).

Kontakt lens asinmasindan sonra keratokonusda matriks metalloproteinaz-9
ve IL-8’in yiikselmesi ve buna eslik eden sinir biiyiime faktorii (nerve growth factor;
NGF), metalloproteinaz doku inhibitorii-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases-1;
TIMP-1) ve plazminojen aktivator inhibitorii-1’in (PAI-1) azalmasi, keratokonik
kornealarin ayirt edici 6zelligi olan matris bozulmasinda rol oynayabilir (57).

Down sendromlu hastalarda yapilan calismalarda korneanin keratokonus
morfolojik bulgularini sergiledigi gosterilmistir (58,59).

Hamilelik sirasindaki yiiksek Ostrojen seviyeleri, segici doku 0Ostrojen
diizenleyici (selective tissue estrogen regulator therapy; STEAR) tedavisi ve tiroid
hormonu dengesizligi gibi hormonal degisikliklerin Kkeratokonusta bir etken
olabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (60-62).

Sistemik bir inceleme ve meta-analizde keratokonus igin en yaygin risk
faktorleri; aile Oykiisii (olasilik oran1 [OR] = 6,42), g6z ovma (OR = 3,09), egzama
(OR = 2,95) ve astim (OR = 1,94) olarak saptanmigtir (63).

Keratokonusta ROS ve RNS’nin arttig1 bir¢ok calisma ile gosterilmis ve
kornea epitelinde kontrollere gore daha yiiksek apoptoz tespit edilmistir (8,13,36,64).

Sekil 2.3. Keratokonusta koniklesme (65)



2.1.5. Keratokonusta Klinik

Keratokonuslu hastalarda ilk sikayetler genellikle puberte doneminde
baslayan bulanik gormedir. Erken donemde refraktif kusur disinda bulgu olmayabilir
(66). Hastalarda yiiksek sirali aberasyon belirtileri, ozellikle gece goriistinde
yansima, parlama ve halo gérme gibi pozitif disfotopsi semptomlar1 goriilebilir (67).

Hastaligin ilerlemis evrelerinde asagi bakista alt kapak kenarinda korneanin
one dogru konik bi¢cimde ilerlemesi ‘V’ seklinde goriilebilir (Munson Belirtisi) (Sekil
2.3). Nonspesifik ve genellikle ge¢ donemde goriilen bir bulgudur (68).

2.1.6. Keratokonusta Tam

Keratokonus hastaliginda tani koyabilmek igin Klinik olarak siiphelenmek
gerekmektedir. Oncelikle detayli bir anamnez ahnmali ve fizik muayene
yapilmalidir. Hastanin yiiksek sirali aberasyon belirtileri, 6zellikle gece goriisiinde
yansima, parlama ve halo gérme gibi pozitif disfotopsi semptomlari mevcutsa
keratokonus mutlaka diigiiniilmelidir (67).

Saglik gecmisi atopi, g6z ovma ve gevsek goz kapagi sendromu, Down
sendromu, Ehlers-Danlos sendromu, uyku apnesi veya Marfan sendromu gibi bag
dokusuyla ilgili durumlar1 ortaya ¢ikarabilir (67).

GOz muayenesinde optimum olmayan en iyi diizeltilmis gérme, Munson
isareti, kirmizi reflekste yag damlacigi, otorefraksiyonda dik K okumalari, olagandisi
astigmatizma, anizometropi ve ziyaretler arasinda astigmatik eksenlerde Onemli
degisiklikler goriilebilir. Erken asamada, yarik lamba muayenesi normal gériinebilir,
hastaligin orta-ileri vakalarinda Vogt strialar1 denilen stroma ve descemet zarinda
vertikal gizgiler, Fleisher halkasi ve apikal skar olusumu mevcut olabilir (67).

Erken donemde keratokonus tanisi atlanabilmektedir. Erken tani ile hastalarin
diizenli takipleri yapilabilmekte ve kornea nakli ihtiyaci azaltilarak miimkiin
oldugunca yasam kalitesi yiiksek diizeyde tutulabilmektedir (69). Kornea topografisi
gibi goriintiileme yontemleri baslangi¢ doneminde tani i¢in ¢ok dnemlidir. Hastaligin
takibinde otorefraktometri, keratometri ve korneal topografi olgiimleri
kullanilmaktadir. Erken evrelerde tan1 konulabilmesini saglayan kornea topografisi
tanida en degerli yontem kabul edilmektedir. Ciinkii korneanin morfolojisini girisim

yapmadan hem kantitatif hem de kalitatif olarak analiz etmek miimkiindiir (70).



Keratokonus i¢in ayirict tanilar; kontakt lens komplikasyonlari, kontakt lens
kaynakli kornea c¢arpikligi, kornea ektazisi, refraktif cerrahiye bagl ektazi, diplopi,
interstisyel keratit, keratoglobus, seffaf marjinal dejenerasyon, posterior keratokonus,
Terrien marjinal dejenerasyonu ve korneal skar. Konjenital bozukluklardan
konjenital kalitsal endotel distrofisi, Fuchs endotel distrofisi ve enfeksiydz veya

enfeksiydz olmayan keratit de keratokonus ayirici tanilari arasindadir (71).

2.1.7. Keratokonusun Evrelendirilmesi

Morfolojik (Buxton) siniflama, keratometrik smiflama, klinik bulgulara
dayanan Hom’s simiflamasi, RETICS (Red Temadtica de Investigacion Cooperativa
en Salud)) siniflamasi, Sandali siniflamasi, CLEK (The Collaborative Longitudinal
Evaluation of Keratoconus) siniflamasi ve Amsler-Krumeich siniflamasi dahil olmak
tizere ¢ok cesitli siniflamas1 vardir. Bizim ¢alismamizda pratik ve yaygin olarak
kullanilan Amsler-Krumeich smiflamasi kullanilmistir. Bu smiflamada keratokonus
4 evreye ayrilmaktadir. Yapilan degerlendirmede evreleme kriterlerinden bir tanesi

bile saptanirsa hastalik o evrede kabul edilmektedir (Tablo 3.1) (72).

2.1.8. Keratokonusta Tedavi

Keratokonusun tedavi yaklasimi kisiye 6zgii olup, gormeyi diizeltmeyi ve
hastaligin ilerlemesini durdurmayr amacglamalidir. Mevcut tedavi secenekleri
hastaligin evresine ve ilerlemesine gore degisir. Durumu stabilize ederken gérmenin
diizeltilmesi onceliklidir. Ancak daha fazla ilerlemenin 6nlenmesi tiim hastalar i¢in
en 6nemli konu olmaya devam etmektedir (1).

2.1.8.1. Gozliik Tedavisi

Erken donemde hafif keratokonus hastalarina gozlik regete edilerek
hastalarin gormeleri diizeltilir. Gozliikler, hastanin gérme ihtiyaglarini artik yeterince
desteklemeyinceye kadar degistirilmez (73).

2.1.8.2. Kontak Lens Tedavisi

Hastalik ilerledikce astigmatin artmasi sonucu gorme keskinligi kotiilesir. Bu
asamada bir¢ok hasta, etkili gérme diizeltmesi i¢in kontakt lenslere ihtiya¢ duyar.
Keratokonus hastalarinin yaklasik %90'min bu durumu tedavi etmek icin kontakt
lens kullandig1 tahmin edilmektedir. Sert yapida olup gaz gegirgen olan bu kornea
lensleri keratokonuslu hastalar tarafindan yaygin olarak tercih edilmektedir. Ciinkii
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bu lenslerin sert yapisi ve yiizeyi kornea diizensizliklerini ortadan kaldirir ve lensin
arkasinda gozyasi olusumunu tesvik eder. Ancak, diizensiz veya yiiksek skar olan
hastalar bunlari tolere edemeyebilir (1).

Sert gaz gegirgen lensler hastalarda bazi zorluklar (dev papiller konjonktivit,
kornea asinmasi ve neovaskiilarizasyon gibi) olusturabilirler. Baz1 hastalar intolerans
ve alerjik reaksiyonlarla karsilasabilirler (17). Diger lensler arasinda; hibrit lensler,
skleral lensler veya sirt istii lensler yer alir. Burada hastalar, yumusak bir lens yerine
sert bir lensi birlestirmeyi tercih eder (74,75). Yerlestirilmeden Once salinle
doldurulan skleral lensler, korneaya temas etmeden sklera tizerinde durur, bdylece
daha fazla konfor sunar ve daha az skar izi kalir. Siddetli keratokonusu olan veya
geleneksel lensleri tolere edemeyen hastalarda skleral lensler kullanilabilir (1).

2.1.8.3. Kollajen Capraz Baglama

2007 yilindan bu yana, kollajen c¢apraz baglama (collagen crosslinking;
CXL), hafif-orta dereceli vakalarda keratokonus ilerlemesini durdurmak igin
uluslararasi olarak kullanilmaktadir (76,77).

CXL, invaziv olmayan bir yontemdir. Kornea dokusunun sertligini arttirmak ve
ektatik hastaligi stabilize etmek i¢in riboflavin (B, vitamini) gz damlalari ve UV tip
A (UV-A) 181 kullanilir. CXL, keratokonus hastaliginin ilerlemesini durdurup
kornea nakli ihtiyacini ortadan kaldirabilir. Ancak mevcut protokoller kapsaminda
keratokonuslu tiim hastalar CXL'e uygun degildir. Bu protokollerde keratokonus
hastalarinda hastaligin ilerledigini gosteren dik keratometride artig, refraktif
silindirde artis veya en iyi diizeltilmis gérme keskinliginde (best-corrected visual
acuity; BCVA) kayip gibi objektif kriterler kullanilmaktadir (68). CXL tedavisini
alabilmek igin hastalarda bilinen baska bir kornea hastaligi olmamali, 16 yasindan
biiyiik olmali, minimum kornea kalinligi (CCT) 400 mikron olmali ve maksimum
keratometrisi < 60 D olmalidir (77,78).

2.1.8.4. Kornea nakli

Kontakt lenslerin artik etkili olmadigi ve yeterli gérme diizeltmesinin
saglanamadigi durumlarda kornea nakli veya keratoplasti tercih edilir. Keratokonuslu
bireylerin yaklasik %10 ila %15'i bu isleme ihtiya¢ duyar (1).

Tam kalinhkta kornea nakli: Penetran keratoplasti veya tam kalinlikta

keratoplasti, konak¢i korneanin tamaminin ¢ikarilmasini ve yerine donér dokusunun
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yerlestirilmesini igerir (79). Bu prosediir %90 asan bir basar1 oranina sahiptir ve
bir¢cok hastada 20/40 veya daha iyi gorme keskinligi elde edilmektedir. Hastalarin
yaklasik %15'inde sonradan gorsel diizeltmeye ihtiya¢ duyulmazken, %40'inda
gozliige ihtiya¢ duyulur ve %26'sinda kontakt lens kullanilir.

Astigmatizma ameliyat sonrasi yaygin bir sorundur ve kontakt lens
diizeltmesi, refraktif cerrahi, rahatlatici kesiler, kama rezeksiyonu ve kompresif
dikisler gibi gesitli yontemlerle ¢oziilebilir (1).

Derin 6n lameller keratoplasti: Derin 6n lameller keratoplasti, hastanin arka
kornea katmanlarin1 koruyarak, hastalikli korneanin 6n katmanlarinin dondr
dokusuyla degistirilmesini igeren cerrahi bir yontemdir. Avantajlar1 arasinda daha
hizli iyilesme, daha hizli gorme restorasyonu ve daha az postoperatif komplikasyon
sayilabilir. Tam kat nakil yapilan hastalar daha net gérme elde etme egilimindeyken,
derin anterior lameller keratoplasti uygulanan hastalara kiyasla i¢ kornea
tabakasindan hiicre kaybi1 ve nakil reddi gibi daha yiiksek risklerle karsi karsiyadirlar
(80). Bu prosediir daha az tercih edilmektedir (1).

On siirlayier lamina nakli: Bu teknik, dondr korneasinin én kismindan
hastanin korneasinin i¢ine veya iizerine bir tabaka yerlestirilmesini igerir. Prosediir,
UV korneal ¢apraz baglama veya intrakorneal halka segmentleri i¢in ¢ok dik veya
ince olan keratokonuslu gozlerde ilerleyici ektatik kornea degisikliklerini stabilize
edebilir. Bunu yaparak hastalar penetran keratoplasti veya derin anterior lamellar
keratoplastiden kacginir veya ertelerler. Bu teknigin ilerlemeyi durdurabildigi ve

kontakt lenslerle gérmeyi 5 ila 7 yila kadar koruyabildigi gosterilmistir (81).

2.1.8.5. Diger Tedavi Sekilleri

Intrastromal kok hiicre nakli: Keratokonuslu hastalarda kornea
katmanlarini genglestirmenin veya degistirmenin gesitli yollar1 arastirilmaya devam
etmektedir. Deneysel yontemler, keratokonus hastalarinda kornea katmanlarini
genglestirmek veya degistirmek i¢in kok hiicrelerin dogrudan korneaya enjekte
edilmesini veya destekleyici yapilarla gdmiilmesini igerir. Deneysel yontemler ayn
zamanda kok hiicrelerin kornea dokusuyla birlestirilmesini de igerir. Bu teknikleri

dogrulamak i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir (82).
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2.2. Mitokondriyal Tiirevli Peptidler

Mitokondri, hem enerjinin hem de serbest radikallerin ana tireticisidir. Hiicre
apoptozunu diizenleyip, yaslanma siireci sirasinda meydana gelen fizyolojik olaylarin
cogunda yer aldigindan, yaslanma teorilerinin birgogunda merkezde yer alir (83,84).
Mitokondri icindeki proteinlerin ¢ogu niikleer genom tarafindan kodlanir ancak
mitokondrinin kendine 6zgii translasyon mekanizmasi ve genomu da vardir (85,86).

Son yillarda tamimlanan mitokondriyal tiirevli peptidler (Mitochondrial-
Derived Peptide; MDP) ve mikropeptidlerin sayisi hizla artmaktadir. Simdiye kadar
mitokondri kaynakli tanimlanan proteinlerden bazilari humanin, MOTS-c ve 6 adet
SHLPs (small humanin-like peptides 1-6), SHMOOSE (small human mitochondrial
ORF over serine tRNA) ve Gau (gene antisense ubiquitous in mtDNAS)
bulunmaktadir. Bunlardan en ¢ok calisilanlart humanin ve MOTS-c oldugundan

bizim caligmamizda bu peptidler kullanilmistir (87).

2.2.1. Humanin ve MOTS-c

Humanin ve MOTS-c, birgok hastaligin seyrinde ve yaslanmayla beraber
olusan dejeneratif degisikliklere karst koruyucu etkisinin oldugu gosterilen
mitokondriyal peptidlerdir. Humanin, bazi sinyal mekanizmalarini diizenleyerek
(JAK/STAT yolu ve BCL-2 gibi) hiicresel stres kosullarina ve apoptoza karsi
16kositler, germ hiicreleri, ndronal dokular dahil olmak tizere ¢esitli hiicre tiplerinde
koruyucu etkiler gosterir. Bu peptidler, stres kosullart altinda mitokondriyal
fonksiyonlar1 diizenleyen temel sitoprotektif ajanlardir (2).

Humanin, antiapoptotik ve noroprotektif etkileri olan dogal kisa
mitokondriyal bir polipeptiddir (2). Humanin ilk olarak 2001 yilinda Hashimoto ve
ark. (88) tarafindan Alzheimer hastasi beyninin saglikli dokularindan yapilan bir
arastirmada kesfedimistir. Humanin, mitokondriyal 16S ribozomal RNA (rRNA)
igindeki bir ac¢ik okuma gergevesi (Open Reading Frame; ORF) boliimiinde 75 baz
cifti tarafindan kodlanan ilk kesfedilen mitokondriyal kékenli peptiddir ve geni MT-
RNR2 olarak bilinir. Fizyolojik kosullarda humanin; beyin, bobrek, karaciger, kalp
ve iskelet kaslarmi da kapsayan gesitli organlardaki dokular tarafindan eksprese
edilir. Humanin endojen olarak fiiretilmesinden sonra kana salinir ve hedef hiicrelere
tagiir. Son zamanlarda yayimnlanan veriler, endojen humaninin oksidatif stres ve

sitotoksisite dahil olmak tizere gesitli hastaliklara karsi koruyucu rolii oldugunu ileri
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stirmektedir (88,89). Humaninin endotel hiicrelerini ve fonksiyonunu ROS’a karsi
korudugu gosterilmistir. Humanin analoglarinin aterosklerotik plaklar1 azalttigi ve
endotelyal NO sentaz (eNOS) ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (90,91).
Humanin, hiicre metabolizmasinda temel bir molekiil olarak kabul edilir ve
endokrin/parakrin/otokrin koruyucu stres yanit faktorlerinin bir kaynagi olarak son
yillarda kapsamli bir sekilde arastirilmistir (92). Humaninin bir¢ok dokuda hiicre
Oliimiine kars1 korumada 6nemli oldugu gériinmektedir (93). Humaninin sitoprotektif
islevini, BCL-2 protein ailesinin hiicre i¢i lokalizasyonuna aracilik ederek intrinsik
veya mitokondriyal apoptotik yolu diizenleyerek gosterdigi bildirilmistir. Humanin,
BCL-2 ekspresyonunu yukari (up) regiile eder ve apoptozu inhibe etmek i¢cin BAX
ekspresyonunu baskilar (92,94). Humanin, BID ve BAX gibi diger BCL-2 protein
ailesi tiyeleri ile etkilesebilir ve mitokondriye translokasyonu etkileyerek apoptozom

olusumunu ve kaspaz aktivasyonunu inhibe edebilir (95).

Trimeric
Receptor

Sekil 2.4. Humaninin apoptozla iligkisi. HN, Humanin; FPRL1, N-formil peptid benzeri
reseptor 1; tBID, (truncated Bid), Bax, pro-apoptotik Bcl-2 protein aktivasyonunun
belirtecleri; IGFB3, insulin-benzeri biiylime faktorii baglayici protein 3; ERK1/2, Hiicre dis1

sinyalle diizenlenen kinaz 1/2; STAT3, Transkripsiyon 3 sinyal transdiiseri ve aktivatorii (2)

Humanin ve MOTS-c, antiapoptoz, hiicre stres yaniti inflamatuar ve substrat

metabolizmasi dahil olmak iizere bir¢cok biyolojik olayda rol almaktadir (3) (Sekil
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2.4). Humanin, in vitro ve in vivo ¢alismalarda osteoporozu, kardiyovaskiiler hastalik
(KVH), Diabetes mellitus (DM) ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisi sirasinda
apoptozu Onemli Ol¢iide baskilamistir. Humanin peptidinin oksidatif strese ve
apoptozla iliskili hastaliklara karsi gegerli bir terapotik secenek olabilecegi
disiiniilmektedir (2).

MOTS-c, humanin gibi mitokondri DNA’sindan kodlanan mitokondriyal
kaynakli 16 amino asitlik bir peptiddir ve geni MT-RNR1 olarak bilinir.
Noroprototektif ve antidiyabetik etkileri gosterilmistir. Farelerde yapilan ¢alismada
akut akciger hasarinda MOTS-c uygulamasmin inflamasyonu baskiladig
gosterilmistir (96,97). Metabolik stresin kemirgen modellerinde MOTS-c tedavisinin;
insiilin direncinde, tip 2 diyabette, obezitede faydali etkileri agiklanmistir. MOTS-
c'nin kemirgenlerdeki metabolik koruyucu etkileriyle uyumlu olarak, insanlardaki
serum diizeylerinin obezite, insiilin direnci, tip 2 diyabet, kronik bobrek hastalig1 ve
endotel disfonksiyonu ile azaldig1 da bildirilmistir. Koroner arter hastaligi olup tip 2
diyabeti (NCT04027712), non-alkolik steatohepatiti ve obezitesi (NCT03998514)
olan hastalarda MOTS-c ve MOTS-c¢ analogu ile klinik arastirmalar yapilmaktadir
(98).

Literatiirde daha once keratokonus hastalarinda mitokondriyal peptidler olan
humanin ve MOTS-c diizeyine yonelik herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Bu
caligmamizda Keratokonuslu hastalardan izole edilen kornea epitel hiicrelerinde
humanin ve MOTS-c diizeyleri dlgiilerek kontrol grubu olarak secilen saglikli kornea

epitelinden izole edilen hiicreler ile karsilastirilmistir.

2.3. Histatinler

Histatinler, endojen antimikrobiyal peptidlerin 6nemli bir sinifidir. Histatin
peptidleri, HTN1 ve HTN3 geninden kaynaklanan 12 peptidten (histatin 1-12) olusan
histidin acisindan zengin bir ailedir. En az 12 histidin kalintis1 ile uzunluklar1 7-38
amino asit igerir Ve histidin agisindan zengin proteinler olarak adlandirilirlar (4,5).

1973 yilinda tiikriikte histidinden zengin bazi proteinlerin antimikrobiyal
etkinlik gosterdigi kesfedilmistir (99). 1987 yilinda ise histatinler, ilk kez insan
parotis sekresyonunda histidin agisindan zengin proteinlerin yeni bir ailesi olarak

tanimlanmis ve histatin 1, 3 ve 5’in tam aminoasit dizilimi belirlenmistir (100).
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Histidin igerigi zengin polipeptidlerin, antimikrobiyal ve antifungal 6zelliklere sahip
oldugu yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir (101). Histatin-1 ve histatin-3 insanlardaki
HTN1 ve HTN3 genleri araciligiyla sentezlenir (101). Histatin-5, histatin-3’ten elde
edilir, yiiksek oranda reaktif ve metallerle baglanmaya yiiksek afinitesi olan N-
terminali igerir. Kimyasal yapi, ROS tutulmasina yol agar (102,103).

Histatin-1’in korneal epitelyal yara iyilesmesini hizlandirip, korneal epitel
gOciinii ve in vitro yol bulmayi artirabilecegi yapilan calismalarda gosterilmistir
(104). Kornea dis1 dokularda yapilan galismalarda da, histatinlerin hiicre yayilmasini
ve goglinli destekledigi gosterilmistir; bunlarin yara iyilestirici etkilerinin, epitelyal
proliferasyonun 6nemli bir uyarimi olmaksizin Epidermal Biiylime Faktorii
(Epidermal Growth Factor; EGF)’nden bagimsiz olarak meydana geldigi
diisiiniilmektedir (105). Histatin yoluyla yara iyilesmesine muhtemelen hiicre disi
sinyalle diizenlenen kinazlar (extracellular regulated protein kinase; ERK) 1/2
mitojenle aktive olan protein kinazlar (Mitogen-activated Protein Kinase; MAPK)
yollar1 araciligiyla G-protein kenetli reseptorler (G-protein coupled receptor; GPCR)
aracilik eder. Ayrica, tanimlanmamis bir GPCR yolunun (Gai baglantili) hiicre gogii
tizerindeki histatin peptidinin etkileri igin kritik oldugu bildirilmistir (106).

Histatin-5, antifungal aktivitesi agisindan tiim histatin aile iliyeleri arasinda en
giclii olamidir. Histatinler en biliyliik antifungal etkiyi Candida albicans,
Cryptococcus neoformans ve Aspergillus fumigatus gibi patojenik mantarlara karsi
gosterir. Histatin-5, Candida albicans hiicre duvari proteinlerini (Ssal/2) ve
glikanlar1 baglar ve hiicreler tarafindan mantar poliamin tasiyicilar1 araciligiyla
enerjiye bagli bir sekilde alinir. Mantar hiicrelerinin igine girdikten sonra, histatin-5
mitokondriyal fonksiyonlar1 etkileyebilir ve oksidatif strese neden olabilir; bununla
birlikte hiicre Oliimiiniin nihai nedeni, ozmotik stres tarafindan tetiklenen hacim
diizensizligi ve iyon dengesizligidir (107,108).

Okiiler yiizeyin bilesenlerinde ve hastalardan alinan Schirmer gozyasi seridi
numunelerinde histatin ekspresyonunun varligi gosterilmistir. Histatin-1’in epitelyal
gocii, yapismayi, bariyer bitiinligiinii destekleyebildigi ve epitelyal-mezenkimal
gecis tesvik edici ajanlarin etkilerini azalttigi gosterilmistir (5).

Yapilan bir ¢alismada kuru goz hastaligi (Aqueous deficient dry eye disease;

ADDE) hastalarinda histatin-1 diizeylerinin normal hastalara gore daha diisiik oldugu
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ayrica yas ve histatin-1 seviyeleri ile negatif bir iliski oldugu tespit edilmistir. Okiiler
Yiizey Hastalik Indeksi (Ocular Surface Disease Index; OSDI) ve Schirmer |
degerleri de dahil olmak iizere, kuru goz hastalig i¢in altin standart tan1 dlgiitleri ile
histatin-1 konsantrasyonu arasinda gii¢lii bir korelasyon bulunmustur. 100 ng/ml
histatin-1'deki her artis i¢in, ADDE riskinde 0,5'lik bir azalma kaydedilmistir (5).

Histatin-5, histatin-3'ten daha yiiksek bir antifungal aktiviteye sahipken,
histatin-3 ¢ogunlukla yara iyilesmesinde rol oynar. Hem histatin-3 hem de histatin-5,
aktin ile etkilesime girer, ancak histatin-3, aktine daha gii¢lii baglanir ve histatin-3 C-
terminalindeki ekstra sekiz amino asit dizisi nedeniyle, histatin-5'ten daha dugiik
konsantrasyonda aktin yapisini etkiler (109).

Histatin-1 uygulanmasinin BMP2 (kemik morfogenetik protein 2; bone
morphogenetic protein 2) kaynakli osteogenezi ve anjiyogenezi artirabilecegi ve
dolayistyla biiylik hacimli kemik defektleri i¢in bir tedaviye donlisme potansiyeline
sahip olabilecegi gosterilmistir (110). Histatin-1'in kolon kanser hiicresi olan Caco-2
epitelyal kanser hiicrelerinde hiicre-hiicre yapismasin1 destekledigi, bunun da
transepitelyal direncin artmasina ve epitel tabakasinin korunmasinda 6nemli bir role
yol ag¢tig1 gosterilmistir. Histatin-1'in Caco-2 hiicrelerinde hiicre-hiicre yapisma
belirtecleri E-cadherin ve ZO’i arttirdigi, EGF ve TGF-f dahil olmak {izere epitelden

mezenkimal gegisi indiikleyici ajanlarin etkilerine azalttig gosterilmistir (111,112).

2.4. Oksidatif ve Nitrozatif Stres

2.4.1. Serbest Radikal

D1s kabugunda bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunan molekiile
serbest radikal denir (113). Serbest radikaller, bir parcanin bir elektron tutacagi
sekilde kimyasal bir bagin kirilmasi, bir radikalin bagka bir radikal vermek iizere
boliinmesi ve redoks reaksiyonlari yoluyla molekiillerden olusurlar (114).

Hiicrelerde oksijen enerji kaynagi olarak kullanilmakta ve 0zellikle
mitokondride adenozin trifosfat (ATP) sentezlenmesinin sonuglarindan biri olarak
serbest radikaller olugmaktadir. Olusan bu maddeler genellikle ROS ve hiicresel
redoks isleminden kaynaklanan RNS’dir. Faydali ve toksik maddeler arasindaki
denge, yasamin 6nemli bir yoniidiir. Yiiksek konsantrasyonlarda tiim hiicre yapilarini

hasara ugratabilecek olan oksidatif stresi olustururlar (113-115).
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Insan viicudu, oksidatif strese karsi koymak igin cesitli mekanizmalara
(antioksidanlar tiretmek gibi) sahiptir. Antioksidanlar "serbest radikal temizleyiciler"
olarak galisip ROS ve RNS kaynakli hasarlar1 onararak veya tamamen onleyerek
bagisiklik savunmasini artirabilir, boylelikle kanser ve dejeneratif hastalik riskini

azaltabilirler (116,117) ( Sekil 2.5).

Oxidative Damage

Reactive Oxygen Species eNOS iNOS

Free Radicals Superoxides I Nitric oxide

4

Lipid peroxidation

~~

Malondialdehyde Protein Nitration

formation Q

Nitrotyrosine
formation

Sekil 2.5. Oksidatif yolaklar. iNOS, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz; eNOS,

Peroxynitrite

endotelyal nitrik oksit sentaz (64).

Keratokonus patogenezinin gelisiminde mtDNA hasarmin belirgin ve 6nemli
bir rolii vardir. Yasa uygun normal kornealarla karsilastirildiginda, keratokonus
kornealari, protein kodlayan mtDNA bdlgesini etkileyen ve oksidatif fosforilasyonun
mitokondriyal siirecini bozan mtDNA hasarinda artma olusturmaktadir. Oksidatif
fosforilasyona giren proteinlerin ekspresyonundaki anormallikler, uygun olmayan
ATP sentezine, artan ROS/RNS olusumuyla da artan oksidatif hasara yol agar (118).

Keratokonus kornealar:, transkript diizeyinde ve/veya farkli antioksidan
enzimlerin aktivitelerinde bozukluk igerirler (8). Ekstraseliler SOD ve GSH
diizeyleri keratokonus kornealarinda normal 6rneklere kiyasla diistiktiir (119,120).
Keratokonus kornealarinda artan ROS olusumu, oksidatif stres ve mtDNA hasar1 ve
antioksidan savunmalarin azalmasi, keratosit apoptozisine ve hiicre dis1 matrikste
korneanin incelmesine ve deformasyonuna neden olur. Oksidatif stres apoptozunu
hizlandirir (121). mtDNA'nin biitiinliigii, hiicrelerin canliliginda énemli bir rol oynar

ve mitokondriyal disfonksiyon keratokonus deformasyonuna katkida bulunur (118).
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Serbest radikaller arasinda hidroksil (OHe), siiperoksit (Oz¢—), nitrik oksit
(NOe), nitrojen dioksit (NO2¢), peroksil (ROO¢) ve lipit peroksil (LOO¢) radikalleri
bulunur. Hidrojen peroksit (H.0,), ozon (O3), singlet oksijen (*O.), hipokloroz asit
(HOCI), nitr6z asit (HNOy), peroksinitrit (ONOQ"), dinitrojen trioksit (N2Os), lipit
peroksit (LOOH), serbest radikal degildirler ve genellikle oksidanlar olarak
adlandirilirlar. Ancak canli organizmalarda kolayca serbest radikal reaksiyonlarina
yol agabilirler ve olusan bu radikaller lipitler, proteinler, DNA gibi ¢esitli organik
substratlarla reaksiyona girecek elektronlara sahip ¢ok kararsiz molekiillerdir (122).

2.4.1.1. Serbest Radikallerin ve Oksidanlarin Olusumu

ROS ve RNS olusumu hiicrelerde enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlar
olmak lizere iki sekilde gerceklesebilir. Enzimatik reaksiyonlar arasinda solunum
zinciri, prostaglandin sentezi, fagositoz ve sitokrom P450 sistemi ile ilgili
reaksiyonlar yer alir (123,124). Hidroksil radikali (OHe), in vivo olarak en reaktif
serbest radikaldir, O,'nin reaksiyonu ile olusur, 2H* ve 20, ile Fe?* veya Cu
(katalizor) varliginda gerceklesir ve Fenton reaksiyonu olarak bilinir (125,126).

Serbest radikaller, oksijenin organik bilesiklerle enzimatik olmayan
reaksiyonlarindan ve iyonlastirici radyasyonlarla bagslatilan reaksiyonlardan da
tiretilebilir (non-enzimatik). Ayrica, mitokondride aerobik solunum esnasinda da
serbest radilaller non-enzimatik olarak meydana gelebilirler (126-128).

ROS ve RNS iiretimi, endojen veya eksojen kaynaklardan olabilir. Endojen
serbest radikallerin iiretimi, inflamasyon, bagisiklik hiicresi aktivasyonu, zihinsel
stres, ¢cok fazla egzersiz, iskemi, enfeksiyon, kanser ve yaslanma siirecinde meydana
gelebilir. Ekzojen ROS/RNS ise hava kirliligi, sigara dumani, su kirliligi, alkol, agir
veya gecis metallerine (Cd, Hg, Pb, Fe, As) maruziyet, bazi ilaglarin kullanimi
(siklosporin, takrolimus, gentamisin, bleomisin), pisirme (tiitsiilenmis et, kullanilmis

yag, kat1 yag), endiistriyel ¢oziiciiler ve radyasyondan kaynaklanabilir (127,129).

2.4.2. Antioksidanlar

Canli organizmalarda ROS ve RNS’nin hiicrenin yapisina ve igleyisine toksik
olacak hasar1 detoksifiye etmek, engellemek veya ortadan kaldirmak i¢in g¢alisan
mekanizmalar antioksidanlar olarak tanimlanmaktadir. Antioksidanlar, serbest
radikallere bagli hasarlarin olusumunu engellemek igin hizlica onlarla reaksiyona

girerler. Hiicrenin metabolik isleyisi esnasinda ortaya cikan serbest radikallerin
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(ROS, RNS) zararlariin engellenmesinde ve bunlara bagli gelisebilecek hastaliklarin
engellenmesinde antioksidanlarin biiyiik katkisi oldugu belirtilmektedir (130-132).

Antioksidanlar iki grupta smiflandirilabilir: enzimatik olanlar ve non-
enzimatikler. Enzimatik olan baslica antioksidan enzimler sunlardir:

1- SOD (serbest radikallere kars1 ilk savunma hattini olusturur),

2- Katalaz (CAT),

3- Glutatyon peroksidaz (GPX),

4- Glutatyon rediiktaz (GRX) (133-135).

Non-enzimatik antioksidanlar da kendi i¢cinde metabolik antioksidanlar ve
besleyici antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilabilir. Viicuttaki metabolizma
tarafindan  iretilen metabolik antioksidanlara endojen antioksidanlar da
denilmektedir. Bunlar; GSH, koenzim Q210, bilirubin, lipoik asit, L-arjinin,
melatonin, {rik asit, transferrin, metal selatlayic1 proteinler, vb. gibi maddelerdir.
Viicutta tiretilemeyen disardan alinmasi gereken ekzojen antioksidanlara ise besleyici
antioksidanlar da denilmektedir. Bunlar, E vitamini, C vitamini, karotenoidler,
flavonoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri ve selenyum, manganez, ¢inko gibi
eser metallerdir. Bunlar gidalar veya takviyeler yoluyla saglanabilir (128,136).

2.4.2.1. Antioksidanlarm Etki Mekanizmalar:

Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 temel olarak asagidaki gibidir:

1) ROS’lar1 ortamdan uzaklastirmak veya reaktif olmayan molekiillere
donustiirmek,

b) Serbest radikallerin hasar yapici zincir reaksiyonlar1 baslatmasini 6nlemek,

c) Serbest radikallerin verdigi hasari onarici faaliyetler gostermek,

d) Ortamda bulunan katalitik metal iyonlarini uzaklagtirmak (134).

Bir antioksidan bir serbest radikalle reaksiyona girdiginde, bu defa kendi
oksitlenir. Bundan dolay1 viicutta antioksidan kaynaklarimin durmadan yenilenmesi
gerekir. Bir sistemde bir antioksidan madde serbest radikallere kars: etkili olurken,
bagka bir sistemde ayni antioksidan etkisiz hale gelebilir. Bazen de antioksidanin
kendisi pro-oksidan gibi toksik ROS/RNS fiiretebilir. Antioksidan siire¢ zincir kirma
veya Onleme seklinde gergeklesebilir. Bir radikal bir elektronu serbest biraktiginda
veya caldiginda ikinci bir radikal meydana gelir. Sonra bu etki baska bir molekiil

tizerinde ayn1 sekilde devam eder. Olusan serbest radikal, zincir kiran bir antioksidan
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(C, E vitamini, karotenoidler, vb.) tarafindan stabilize edilince veya zararsiz bir
tirline parcalaninca zincir kirtlir. Zincirleme reaksiyonun klasik 6rneklerinden biri
lipit peroksidasyonudur. SOD, CAT ve GPX gibi bir antioksidan enzim, zincir
baslatma hizini azaltarak (6rnegin serbest radikalleri siiplirme) veya bakir, demir gibi
gecis metali radikallerini stabilize ederek oksidasyonu onleyip antioksidan

savunmayi saglayabilir (135).

2.4.3. Nitrozatif Stres

Bir¢ok kanserin ve kronik hastaligin mekanizmasinda oksidatif stres anahtar
olayidir. Canli organizmalar kimyasal toksik maddelere (UV, hiperglisemi, sigara
dumani vb. gibi) maruz kaldiginda nitrozatif-oksidatif stres riski ortaya ¢ikar (137).

Kornea, gelen 15181in daha arka okiiler yapilara gecisine izin veren seffaf bir
avaskiiler dokudur. Bu nedenle, bu doku siirekli olarak UV araligi da dahil olmak
lizere genis bir 151k spektrumuna maruz kalir. UV maruziyeti, ¢cogu hiicre ve doku
icin zararli olan ROS ve RNS iireten, kanitlanmis bir ¢cevresel stres faktoriidiir (137).

Nitrozatif stres, RNS’nin nitrozonyum (NO") grubunu niikleofil bir gruba
aktarmasit sonucu biyomolekiillerin ugradig: strestir. Meydana gelen reaktif tiirlerin
niikleik asit (DNA, RNA) protein ve glutatyon (GSH) gibi antioksidanlar1 modifiye
etmesi nitrozatif stresin temelini olusturur. RNS de oksijen radikalleri gibi lipit
peroksidasyonuna neden olabilir, niikleik asitlerde (DNA, RNA) zincir kirilmalarina
ve/veya baz modifikasyonlarina neden olabilir. Ayrica metal iyonlarinda oksidasyona
neden olup, proteinleri oksitleyebilir ve boylelikle antioksidanlarin asir1 tiiketilip
bitmesine neden olabilirler. Oksidatif, sitotoksik yan {iriinlerin birikmesi, cesitli
kornea proteinlerinin degismesine neden olarak bir dizi olay1 tetikleyip apoptoza ve
sonunda hiicre kaybi ile korneal incelmeye neden olabilir. Yapilan g¢aligmalar
keratokonus patogenezinde artmis nitrik oksitin (NO) etkili oldugunu gdstermistir.
Ozellikle de peroksinitritin yiiksek oranda toksik oldugu belirtilmistir (6-8).

2.4.3.1. Nitrik Oksit

NOS tarafindan L-arjininden oksidatif deaminasyonla {iretilen NO, goz
boyunca ¢esitli ve karmasik hiicresel siireclerde bir aracit olarak hizmet eder. NO'nun
sitotoksik etkilerine, NO ve siiperoksitlerin hizli reaksiyonu ile iiretilen giiclii bir
oksidan olan peroksinitrit aracilik eder. Peroksinitrit, proteinler, protein olmayan

stilfhidriller, metiyonin, DNA ve fosfolipitlerle reaksiyona girer. Peroksinitrit, stabil
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bir iriin olan 3-nitrotirozin (3-NT) olusturmak i¢in tirozinin fenolik halkasi ile
reaksiyona girer. 3-NT kalintilarinin gosterilmesi, peroksinitrit ve nitrojen ile iligkili
oksidanlar igin spesifik bir belirte¢ olarak kabul edilir (138-146) (Sekil 2.5).

2.4.3.2. 3-Nitrotirozin

Keratokonus kornealarinda 3-NT olusumunun artmasi, serbest radikallerin
patogenezde 6nemli bir rolii oldugunu diislindiirmektedir. Peroksinitrit aracili tirozin
nitrasyonu ve ayrica peroksinitritin kendisi degismis biyolojik fonksiyonlara yol
acabilir (147-150). Yapisal proteinler, polimerik yapilarinin bozulmasiyla sonuglanan
peroksinitrit tarafindan nitrasyonun ana hedefleri gibi goriinmektedir (141,151).
Proteinler iizerindeki etkiye ek olarak, hem NO hem de peroksinitrit, sitotoksik
yolakta yer alir. Hem NO hem de peroksinitrit, DNA i¢in toksiktir ve mutasyonlara
ve DNA zinciri kopmalarina yol agabilirler (139,152). Keratokonusta, diisiik
seviyelerde NO veya peroksinitrite siirekli maruz kalmanin apoptozu
tetikleyebilecegi ve muhtemelen keratokonus kornealarinda artan apoptotik
aktivitenin patogenezde rol oynayabilecegi rapor edilmistir (32,152). iINOS (NOS2)
enzimi NO’dan peroksinitriti (ONOQ") olusturur. Burada NO ile reaksiyona giren

molekiil Oy *dir. Bu reaksiyon asagidaki gibidir (153):

NO-+ O, —-0ONOO

3-NT, peroksinitritin hiicrede bulunan proteinlerin igindeki veya serbest
haldeki tirozinin fenolik halkasina nitro grubunu eklemesiyle olusur. Bu reaksiyon
hem spontan olarak olusabilir hem de SOD, ge¢is metalleri, CO, ve myeloperoksidaz
(MPO) enzimi tarafindan da katalize edilerek olusabilir (154).

OH OH
NH,+ Cu,Zn-50D NH+
MPO
0 + "oono _.- O NO.
O Q
TIROZIN PEROKSINITRIT 3-NITROTIROZIN

Sekil 2.6. Tirozinden 3-nitrotirozinin olusumu

Peroksinitrit reaktif nitrojen tiirlerindendir ve lipitlere, proteinlere ve DNA’ya

onemli Olclide toksisiteye sahip bir oksidandir. Bu makromolekiillerin oksidatif
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strese maruz kaldigin1 biyobelirteglerle gosterebiliriz (malondialdehit lipitlerin,

methemoglobin proteinlerin oksidatif hasarini gosteren biyobelirteglerdendir) (155).

Peroksinitritin tirozini orto pozisyonunda nitrolamasit ve fenolik halkanin
ortamdan ayrilmasiyla 3-NT olusur ve tirozin stabil hale gelir (Sekil 2.6; Sekil 2.7).
Plazmada 3-NT varligi organizmada gesitli hasarlarin oldugunu gosterebilir (156).
Organizmadaki en yiiksek olgiilen 3-NT degeri kronik bobrek hastalarinin septik
soklarinda gbzlenen ve yaklasik 120 pM olarak 6lgiilen degerdir (157).

L-Arginine

lNOS

*NO ’02' N203
Y I.NO

ONOO- é: ONOOH —— ¢NO,+ *OH

o= -

co; Tyrosine nitration

t
ONOOCO, = «CO; +*NO,

Sekil 2.7. NO ve bazi Onemli nitrozatif tiirlerin sentezi. Tirozin nitrasyonu, yani 3-
nitrotirozin, tipik olarak peroksinitrit olusumunun bir biyolojik belirteci olarak kullanilir.
NOS, nitrik oksit sentaz; NO, nitrik oksit; O, siiperoksit radikali; ONOQ', peroksinitrit;
ONOOH, peroksinitréz asit; NO,, nitrojen dioksit; *OH, hidroksil radikali; ONOOCO;,
nitrosoperoksokarbonat; COs", karbonat radikali; N,Os, dinitrojen trioksit (158)

Normal korneadaki ROS ve RNS diizeyi, antioksidan savunma
mekanizmalar1  tarafindan  diizenlenir, ancak baz1 c¢aligmalarin  sonuglari,
keratokonusta transkript diizeyinde ve/veya farkli antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde hasar oldugunu disiindiirmektedir (8). Normal numunelerle
karsilastirildiginda, keratokonus kornealarinda ekstraseliiler SOD  aktivitesi
azalmistir  (119,159) SOD, siiperoksidin  oksijen ve hidrojen peroksite
dismutasyonundan sorumlu 6nemli bir enzimdir. SOD aktivitesindeki degisiklikler,
artan miktarda siiperoksit radikallerinin olusumuna yol acgabilir (160). Ayrica,

keratokonus kornealarinda, UV ile indiikklenen lipit peroksidasyonu tarafindan
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tiretilen reaktif aldehitleri detoksifiye eden aldehit dehidrogenaz sinif 3'in (ALDH3)
diizeylerinin diisiik oldugu da gosterilmistir (8,13,161).

Normal kornea ile karsilastirildiginda, keratokonus kornealar1, stiperoksit (13)
dahil olmak {izere artan stres kaynakli ROS iiretiminin yani sira peroksinitrit
olusumu i¢in bir belirte¢ olan 3-NT birikiminde ve NO {iretiminde artis gosterirler.
Bowman katmanmin kirik bolgesine yakin stromal hiicrelerinde yiiksek miktarlarda
eNOS boyanmasi tespit edilmistir (64). Artan ROS ve RNS olusumu oksidatif strese
yol agar ve keratokonus kornealarinda mtDNA bozukluguna neden olabilir (120).

Yapilan c¢alismalarda Alzheimer ve Parkinson hastaligi gibi norolojik
hastaliklar, hipertansiyon, KVH (ateroskleroz, koroner arter hastaliklari) ve diyabetik
vaskiilopatide nitrotirozin patogenezde Onemli bir etken olarak saptanmustir.
Dokularda 6lgiilen nitrotirozin diizeyleri, reaktif nitrojen varhigini ve hastaliklarin

ortaya ¢ikabilme ihtimalinin varligini bize gostermektedir (162).

2.4.3.3. Nitrozatif Stresin Hastalhklara Etkisi

Modern yasam tarzinin etkisi, diyet, bitki sagligi i¢in kullanilan maddeler gibi
kimyasallara maruz kalma, egzersiz eksikligi ve hareketsiz yasam tarzi gibi nedenler
reaktif stres (RS) ve hastaliklarin tetiklenmesinde onemli bir rol oynamaktadir.
Serbest radikallerin {iretimi ve temizlenmesindeki dengesizlik ve RS'nin (oksidatif,
nitrozatif ve halojenatif) indiiksiyonu, KVH, DM, ndrodejeneratif hastaliklar ve
kanser gibi c¢esitli kronik hastaliklarin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynar. Serbest
radikallerin ve reaktif tiirlerin metabolik bozukluklardaki ve bir¢ok hastaligin
baslangicindaki etkisi uzun yillardir birikmektedir. Artik bir¢ok kronik hastaligin ana
nedeni olarak kabul edilmektedirler. Yiiksek seviyelerde serbest radikallere maruz
kalmak, proteinler, lipitler ve DNA tizerinde molekiiler yapisal etkiye neden olabilir.
Ayrica enzim homeostazisinin fonksiyonel degisimine neden olarak gen
ekspresyonunda sapmalara yol agabilir. Antioksidan enzimlerin endojen olarak
tilkkenmesi, eksojen antioksidanlar  kullanilarak  hafifletilebilir.  Insanlarin
hastaliklarinin tedavisinde eksojen antioksidanlarin yardimci ajan olarak kullanimina
yogun ilgisi, bu hastaliklarin daha iyi anlagilmasina olanak tanimistir (163).

Serbest radikaller ozellikle siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali,
alkilperoksil gibi radikaller bir¢ok hastaliklarin patogenezinde rol alir. Bunlar gii¢li

bir sekilde lipit peroksidasyonuna neden olurlar. Olusan peroksinitritler bazi
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hasarlara neden olabilirler. DNA bazlart ROS oksidasyonuna karsi ¢ok hassastir ve
DNA bazlarmin oksidasyonu hem niikleer hem de mtDNA'da mutasyon ve delesyona
neden olabilir. mtDNA, ROS kaynagina yakinlig1 ve niikleer DNA’ya gore yetersiz
onarim kapasitesinden dolay1 oksidatif hasara daha duyarlidir (164).

Kronik inflamasyon, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinde artisla
iliskilendirilmistir. Bu da epigenetik degisikliklere, genomik istikrarsizliga ve DNA
mutasyonlarmma neden olur (165). Giinlimiizde yasa baglh kronik hastaliklarda
(romatoid artrit, kalp-damar hastaliklari, kanser vb.) ve bunlarla iligkili mortalite ve
morbiditede bir artig goriilmektedir. DM gibi baz1 metabolik hastaliklar artmis lipit
peroksidasyon diizeyi ile iliskilendirilmistir. Dokularda tretilen ROS, lipitlere,

niikleik asitlere ve proteinler gibi molekiillere direkt olarak hasar verebilir (166).

2.5. Ferroptoz

Hiicre oliimii bigimleri, programlanmamis hiicre 6liimii ve programlanmig
hiicre 6limi olmak iizere iki kategoriye ayrilir. Programlanmamis hiicre 6liimii, esas
olarak nekroz olmak iizere pasif 6liim tiiriidiir. Programlanmis hiicre 6liimii, herhangi
bir digsal miidahale olmaksizin hiicre 6liimiinii diizenleyen, biiyiime ve gelisme ile i¢
cevresel homeostaz baglaminda meydana gelen fizyolojik bir durumdur.
Programlanmis hiicre 6liimii, otofaji, apoptoz, programlanmis nekroz, piroptoz ve
ferroptoz dahil aktif hiicre 6liimii olarak siniflandirilmaktadir (167).

[lk olarak 2012'de ortaya atilan ferroptoz, lipit hidroperoksitlerin demire bagl
olarak oliimciil seviyelerde birikmesiyle karakterize edilen, programlanmis bir hiicre
olimi seklidir. Baslica 6zellikleri; asirt demir yiiklenmesi, lipit peroksidasyonu ve
ROS birikimidir (9,10). Ferroptozdaki son adim, tam hiicre yetmezligine neden olan
asir1 lipit peroksidasyonudur. Ferroptoz, daha Once yaygin olarak oksidatif stres
kaynakli hiicre 6limii bi¢ciminin bir¢ok 6zelligini sergilemesine ragmen, onu farkli
bir hiicre 8liimii bi¢imi olarak ayiran birgok yénleri vardir. Ornegin, ferroptoz,
hidrojen peroksit kaynakli nekroz gibi oksidatif stresten morfolojik ve islevsel olarak
farklidir (9,10).

Transferrin reseptér 1 (TFR1) hiicre dis1 ortamdan hiicrelere demir alimini
saglar ve ferroptoz i¢in gerekli hiicresel demir havuzuna katkida bulunur. TFR1,
transferrin ile etkilesimi yoluyla hiicresel demir aliminda 6nemli bir rol oynayan

ferroptozun 6nemli bir aracisidir. Dolasimdaki demir (ferrik; Fe*®), TFR1 yoluyla
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hiicrelere tasimir ve daha sonra endozomlarda Fe*?ye doniistirilir. Asimn Fe'?,
Fenton reaksiyonu yoluyla lipit peroksidasyonunun birikmesine yol agarak
ferroptoza yol agar. Ferroptozun bir 6zelligi hiicre yiizeyinde TFR1 birikiminin
gerceklesmesidir. TFR1, spesifik bir ferroptoz belirteci olarak kabul edilir (168-172).

Ferroptoz indiikleyicileri olan erastin ve RSL3 (RAS-selective lethal) ile GSH
ve GPX4 igeren lipit onarim sistemlerinin hasarlanmasi ile ¢arpici bigimde modiile
edildiginden ferroptotik 6liim, programlanmis hiicre 6limii seklidir (10,48).

Yag asidi metabolizmasi, bir dizi enzim tarafindan ince ayarlanmis anabolik
(yag asidi sentezi ve lipogenez) ve katabolik (lipoliz ve yag asidi oksidasyonu)
yollara ayrilmistir (173). Endoplazmik retikulum ve mitokondriyal dis zar iizerinde
eksprese edilen A¢il-KoA sentetaz uzun zincirli ailesi (ACSL, acyl-CoA synthetase
long-chain), yag asitlerini agil-KoA’lar olusturmak i¢in katalize edebilir. ACSLA4,
ferroptoz duyarliligini belirleyen 6nemli bir enzim olup, hem ferroptozun hassas bir

biyobelirtecidir hem de ferroptoza 6nemli katki saglar (174-176).

2.5.1. Ferroptoz Olusum Mekanizmalari

Lipit peroksidasyonu, hiicre membranlardaki PUFA (g¢oklu doymamis yag
asitleri; polyunsaturated fatty acid)’nin serbest oksijen radikalleri araciligiyla
aldehitler, alkoller ve peroksitler gibi gesitli {irlinlere yikilmasi reaksiyonudur. Bu
bilesikleri hiicre metabolize edebilir veya bir kismi hiicrenin diger boliimlerine
diffiize olup orada da hasar olusturabilirler. Boylece doku hasarina neden olup ¢ogu
hastaligin patogenezinde rol alabilirler (177). PUFA’larin temel sekonder oksidasyon
irlinli olmas1 ve serbest radikal hasariyla iliskili pek ¢ok hastalikta seviyelerinin
yiikseldigi bilindiginden, MDA en sik kullanilan oksidatif hasar belirtecidir (178).
Ferroptozda da lipit peroksidasyonun gergeklestigi gosterilmistir (48).

Ferroptozun bir¢ok gen ve molekiil tarafindan diizenlendigi bildirilmistir.
Endojen antioksidan savunma sistemi, ferroptozun baslamasi {izerine oksidatif hasar1
onlemek icin aktive edilebilir. Niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2),
GPX4’lin bir kofaktorii olan GSH sentezi yoluyla ferroptotik tepkilerin modiile
edilmesinde ¢ok Onemli bir rol oynar (179-182). GPX4'ln c¢esitli ferroptoz
indiikleyicilerinin hedefi oldugu, lipit ve diger peroksitlerin azalmasini katalize ettigi
diistintilmektedir. Onarilmamuis lipit peroksitler, GSH eksikligi ve GPX4 aktivitesinin

kaybmin sonucu olarak birikerek ferroptoza neden olmaktadir (183,184). Insan
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CDOL (sistein dioksijenaz tip 1) aktivitesinde bir artisin hiicresel sistein seviyelerini
diistirmesi beklenir, bu da GSH sentezini azaltabilir ve ferroptozu tesvik edebilir.
TP53 (tiimor proteini p53), kolorektal kanserde DPP4'ii (dipeptidil peptidaz-4) inhibe
ederek transkripsiyondan bagimsiz bir sekilde erastin ile uyarilan ferroptozu inhibe
eder. Karaciger kanserinde CISD1 (oksidatif kapasiteyi diizenleyen, demir igeren bir
dis mitokondriyal membran proteini) ferroptoz sirasinda mitokondriyal hasari
onlemek ve ferroptoz ve lipit peroksidasyonunu azaltmak i¢in hiicre i¢i demir
metabolizmasin1 diizenler. P62-Keapl-NRF2 (P62: Ubikitin baglayic1 protein)
yolunun aktivasyonu, karaciger kanseri hiicrelerini ferroptozdan korur. LOX

(lipoksijenaz), ferroptozu hizlandirmak i¢in kullanilir (48) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Ferroptozu diizenleyen sinyal yollari. Cys: sistein; Glu: glutamat; DPP4: dipeptidil
peptidaz-4; TFR1: transferrin reseptor 1; TP53: tiimor proteini p53; SAS: Sulfasalazine;
System Xc-: SLC7A11 ve SLC3A2'den olusan bir zar tipi Nat'ya bagli Cys-Glu degisim
tasiyicisi;; CDOI: sistein dioksijenaz tip 1; GSH: glutatyon; GS-SG: glutatyon disiilfit;
GPX4: glutatyon peroksidaz-4; HSPAS: 1s1 sok proteini AS; RSL3: RAS secici oldiriicii
kiiciik molekiil 3; PUFA: c¢oklu doymamis yag asitleri; LOX: lipoksijenaz; Fer-1:
Ferrostatin-1; BHT: 2,6-ditertbutyl-4-metilfenol; NH4Cl: Amonyum kloriir; NRF2: niikleer
transkripsiyon faktorii; ROS: reaktif oksijen tiirleri; NCOAA4: niikleer reseptor koaktivatorii-
4; CISDI: oksidatif kapasiteyi diizenleyen, demir iceren bir dis mitokondriyal membran

proteini; p62: Ubikitin baglayici protein (48)
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Apoptozu indiikleyen faktér mitokondri ile iliskili 2'nin (AIFM2, apoptosis
inducing factor mitochondrion-associated-2) daha o6nce bilinmeyen bir anti-
ferroptotik gen oldugu tespit edilmistir. Baslangicta proapoptotik bir gen olarak
tamimlanan AIFM2, ferroptoz baskilayici protein 1 (FSP1, ferroptosis suppressor
protein-1) olarak yeniden adlandirilmis ve GPX4’lin silinmesiyle ortaya c¢ikan
ferroptoza karsit koruma sagladigi ortaya konmustur. Ayrica, FSP1 tarafindan
ferroptozun baskilanmasina ubiquinonun (koenzim Q10, CoQ10) aracilik ettigi de
gosterilmistir. FSP1, glutatyondan bagimsiz bir ferroptoz baskilayicidir (185).

CoQ10, hiicrenin enerji tastyicist olan ATP molekiiliiniin {iretimine yardimci
olan mitokondri dahil olmak iizere lipit zarlarinda bulunan bir antioksidandir. FSP1,
hiicre zarindaki CoQ10’u hedefleyerek molekiilii ubiquinole indirger. Ferroptoz,
peroksidasyon adi verilen lipit modifikasyonu hiicre zarina zarar verdiginde olusur.

Ubiquinol peroksidasyonu inhibe ederek ferroptozu bloke eder (185-187) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. FSP1 (ferroptoz supresor protein 1) ile hiicre 6liimiiniin engellenmesi (186).

Fe*? ile indiiklenen lipit peroksidasyonu, apoptotik olmayan hiicre dliimiinii
yani ferroptozu tetikler. Yaygin olarak eksprese edilen peroksiredoksinler (PRDX,
peroxiredoxins) antioksidan enzim ailesindendir ve redoks sensorii PRDX1, hidrojen
peroksiti indirgeme yetenegine sahiptir. Memelilerde farkli hiicresel lokalizasyona
sahip alt1 PRDX proteini izoformu (PRDX1-6) bulunur (188,189).

Keratokonus kornea epitelinde apoptoz gibi programli bir hiicre 6liimii olan

(167) ferroptoz tizerine herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Tek bir biyobelirteg
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ile ferroptozu aragtiran yayinlar oldugu gibi (190,191) iki veya ii¢ biyobelirteg ile
ferroptozu inceleyen arastirmalar da bulunmaktadir (192-194). Bizim bu

calismamizda dort biyobelirteg ile ferroptoz degerlendirilmistir.

2.5.2. Ferroptoz Ol¢iim Parametreleri

Malondialdehit (MDA): Lipit peroksidasyonunun 6nemli bilesiklerinden biri
olan MDA, oksidatif durumun belirlenmesinde yaygin sekilde kullanilmaktadir.
MDA, hem serbest hem de makromolekiillerin SH ve/veya NH, gruplarina bagl
olarak bulunur. Baglhh form idrarla atilir. Bu nedenle, MDA diizeyinin
degerlendirilmesi, oksidatif stresin belirlenmesinde 6nemli bir belirtegtir (195).

Transferrin reseptorii-1 (TFR1): Transferrin reseptér 1 (TFR1) hiicre dist
ortamdan hiicrelere demir alimini saglar ve ferroptoz icin gerekli hiicresel demir
havuzuna katkida bulunur (168). TFR1, transferrin ile etkilesimi yoluyla hiicresel
demir aliminda 6nemli bir rol oynayan ferroptozun 6nemli bir aracisidir (169,170).
Dolasimdaki demir, ferrik iyon (Fe+3), TFR1 yoluyla hiicrelere taginir ve daha sonra
endozomlarda Fe*?ye doniistiiriiliir. Asin Fe*?, Fenton reaksiyonu yoluyla lipit
peroksidasyonunun birikmesine yol acarak ferroptoza yol agar (171). Ferroptozun
onemli bir 6zelligi hiicre yiizeyinde TFR1 birikiminin gerceklesmesidir. TFR1
tarafindan demir alimimnin yukar: diizenlenmesi, ferroptozis i¢in gerekli olan redoks-
aktif demir havuzunu arttirir. TFR1, spesifik bir ferroptoz belirteci olarak kabul
edilmektedir (172).

Asil-KoA sentetaz uzun zincirli aile iiyesi 4 (ACSL4): Endoplazmik
retikulum ve mitokondriyal dis zar lizerinde eksprese edilen ACSL4, yag asitlerini
acil-KoA’lar olusturmak icin katalize edebilir. ACSL4, ferroptoz duyarliligini
belirleyen PUFA metabolizmasi igin 6nemli bir enzim olup, ferroptozun hassas
biyobelirtecidir ve ferroptoza 6nemli bir katki saglar (174-176).

Glutatyon Peroksidaz (GPX4): GPX4 o6nemli antioksidan enzimlerden
biridir. GPX4'iin ¢esitli ferroptoz indiikleyicilerinin hedefi oldugu, lipit ve diger
peroksitlerin azalmasini katalize ettigi disiiniilmektedir (183). Onarilmamus lipit
peroksitler, GSH eksikligi ve GPX4 aktivitesinin kaybinin bir sonucu olarak
birikerek ferroptoza neden olmaktadir (184).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz prospektif olarak yapilmistir. Calismamiza dahil edilen
hastalardan ve postmortem vakalarin yakinlarindan bilgilendirilmis onam alinarak
yapilmistir. Arastirma dncesinde Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu'ndan 08.06.2022 (2022/199) ve 14.09.2022 (2022/299) tarihlerinde etik

kurul onay1 alinmistir.

3.1. Arastirmanin Tipi, Yeri ve Zamam

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Go6z polikliniginde 15 Subat 2023 — 15 Haziran 2024 tarihleri arasinda
keratokonus tanisi ile takip ve tedavi edilen 141 hastaya ait kornea epitel drnekleri ve
saglikli kontrol olarak yine ayni hastanede postmortem 24 saat i¢inde alinan 45 adet

kornea epitel 6rnekleri prospektif olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

3.2. Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri

Klinik olarak ilerleyici keratokonus hastaligi tespit edilmis ve Amsler-
Krumeich Evrelemesine gore (Tablo 3.1) ilk ii¢ evre iginde olan hastalar ¢alismamiza
dahil edilmistir (196,197). Son alt1 ay igerisinde ardisik iki kontrolde; en dik simule
keratometri (Sim Kmax) degerinin 1 diyoptri (D) veya daha fazla artmasi, santral
korneal astigmatizmada 1 D veya daha fazla artis, gérme keskinliginde 1 sira veya
tizerinde azalma tespit edilmesi, kornea kalinliginin en ince noktada >350 pm olmast,
keratokonus disinda ek okiiler hastaligi olmayan saydam bir korneas1 olan hastalar.
En az iki hafta 6nce kontakt lens kullanimini birakmis, tedavi sonrasi en az 12 ay

takibe gelen hastalar ¢alismamiza dahil edilmistir.

3.3. Arastirmadan Hari¢ Tutulma Kriterleri

Intraokiiler veya refraktif cerrahi Oykiisii olan, korneal skar dokusu olan
hastalar ve Evre 4 keratokonus hastalari, korneal yara iyilesmesini etkileyecek
sistemik ya da kollajen doku hastalig1 olan, sistemik bir ila¢ kullanan, ciddi kuru
gozii olan, gebelik ya da laktasyon donemindeki hastalar ile kronik okiiler ylizey
hastalig1 bulunan ya da herpetik keratit gecirme hikayesi, glokom tanisi, korneal
distrofi tanisi, Pellusid marjinal dejenerasyon, keratoglobus gibi diger korneal

ektatizi tanisi olan hastalar ¢alismamiza dahil edilmemistir.
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Tablo 3.1. Amsler-Krumeich Keratokonus Evrelemesi

5 Diyoptri (D)’den az astigmatizma ve/veya miyopi
48 D’den az ortalama K degeri

Evre 1 o
Ekzantrik diklesme

Korneal skar dokusunun olmamasi

5-8 D arasi astigmatizma ve/veya miyopi
48-53 D arasindaki ortalama K degeri

Evre 2
En ince kornea kalinlig1 400 pm’den fazla

Korneal skar dokusunun olmamasi

8-10 D aras1 astigmatizma ve/veya miyopi
53 D iizeri ortalama K degeri

Evre 3 _
En ince kornea kalinlig1 300 — 400 um arasinda

Korneal skar dokusunun olmamasi

Refraksiyonun alinamadigi 55D iizerinde ortalama K degeri
Evre 4 En ince kornea kalinlig1 200 pm
Santral korneda skar dokusu

Bizim c¢aligmamizda pratik ve yaygm olarak kullanilan Amsler-Krumeich
simiflamasi1 kullanilmistir. Amsler-Krumeich siniflamasinda keratokonus 4 evreye
ayrilmaktadir. Yapilan degerlendirmede evreleme kriterlerinden bir tanesi bile
saptanirsa hastalik o evrede kabul edilmektedir (Tablo 3.1) (72).

3.4. Arastirmada Incelenilen Parametreler

Arastirmaya dahil edilen bireylere ait cinsiyet, yas, alinan orneklerde:
Histatin-1, Histatin-3, Histatin-5, NO, 3-NT, MDA, humanin, MOTS-c, TFR1,
ACSL4 ve GPX4 diizeyleri Olclilmiistiir. Hiicre canliligi olgtimic MTT [3,(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difeniltetrazolyumbromid] yontemi ile belirlenmistir. Tetkikler
Gaziantep Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji laboratuvarinda calisilmistir.

Hasta ve kontrol grubundan o6rnekler alindiktan sonra azot tanki iginde
laboratuvara ulastirildi. Laboratuvara azot tanki ig¢inde taginan kriyo tiipler azot
tankindan ¢ikarilip 250 pL homojenize fosfat tamponu (PBS) ile tamponlanip 20

saniye sonikatdrle (Sonopuls Ultrasonic Homogenisers, Bandelin, Almanya) isleme
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tabi tutulduktan sonra vorteksleme (BR-2000 Vortexer, BioRad, ABD) yapildi. Daha
sonra 4000 G'de 10 dakika boyunca soguk (4°C'de) santrifiijleme (Eppendorf
Centrifuge 5810R, Merck, Almanya) uygulanarak doku lizatlar1 elde edildi ve daha
sonra 0.5 ml’lik tiiplere drnekler aliquot yapilarak -80°C’de saklandi (197).

Humanin, MOTS-c, histatin-1, histatin-3, histatin-5 peptidlerinin dizeyleri ile
MDA, 3-NT, TFR1, ACSL4, GPX4 diizeyleri ELISA kit kullanilarak mikroplaka
okuyucuda (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, Winooski,
VT, USA) é6l¢iildii.

3.4.1. Hiicre Canlihg1 (MTT testi)
Omneklerdeki hiicre canlihg 6l¢iimii MTT yontemi ile belirlenmistir. Bu
yontemde MTT formazana indirgenir, bu esnada olusan renk kolorimetrik olarak

olgtliir. Olusan formazan miktari canlt hiicre sayisini verir (198).

3.4.2. Protein Diizeylerinin Olciimii

Kornea epitelinden elde edilen doku lizatlarinin total protein miktarlari
(mg/ml), spektrofotometre cihazi (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek
Instruments, USA)'na uyumlu mikro hacimli plaka (Epoch Take3 micro-volume

plate, Biotek, USA) kullanilarak belirlenmistir.

3.4.3. Mitokondriyal Peptidlerin Ol¢iimii

Orneklerdeki humanin ve MOTS-c seviyeleri ticari olarak temin edilen
ELISA Kkitleri (Humanin i¢in: Kat. No. EH9261, Human humanin (MT-RNR2)
ELISA Kit, FineTest Biotech Inc., Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Wuhan, Hubei,
Cin; MOTS-c i¢in: Kat. No. E6880Hu, Human Mitochondrial-derived Peptide Mots-
C, MT-RNR1 ELISA Kit, BT-LAB, Shanghai Korain Biotech Co., Ltd., Shanghai,
Cin) kullanilarak {iretici firmanin belirttigi protokole uygun olarak hazirlanip
mikroplaka okuyucu (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA) kullanilarak protokolde belirtilen 450 nm absorbansta okundu.

3.4.4. Histatin Diizeylerinin Ol¢iimii

Orneklerdeki Histatin-1(Kat. No. EH4471, Human HTN1 (Histatin 1) ELISA
Kit, FineTest Biotech Inc., Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Wuhan, Hubei, Cin),
Histatin-3 (Kat. No. EH1780, Human HTN3 (Histatin-3) ELISA Kit, FineTest
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Biotech Inc., Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Wuhan, Hubei, Cin) ve Histatin-5 (Kat.
No. E1444Hu, Human HTN5 (Histatin-5) ELISA Kit, BT-LAB, Shanghai Korain
Biotech Co., Ltd., Shanghai, Cin) seviyeleri ticari olarak temin edilen ELISA Kkiti
kullanilarak tiretici firmanin belirttigi protokole uygun olarak hazirlanip mikroplaka
okuyucu (Microplate Reader, Biotek Epoch, Spectrophotometer, ABD) kullanilarak
protokolde belirtilen 450 nm absorbansta okundu (5,193).

3.4.5. Nitrozatif Stres Belirteclerinin Ol¢iimii

3.4.5.1 Nitrik Oksit (NO) Ol¢iimii

NO, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalindaki NO analizorii (Model 2801 NOA,
Sievers Instruments, Boulder, CO, ABD) ile NO/ozon kemiluminesans teknigiyle
Olgiilmiistir (158,199,200). Calismada kullanilan NO/ozon kemiliiminesans
tekniginde, nitrit (NO2-) veya nitrat (NO3-) NO'ya doniistiiriilerek gaz fazindaki
NO'nun dlgiimii yapilir. Numuneler, 1:2 v/v karisimi i¢inde 0°C'de absolu etanol ile
proteinden arindirilip, 0°C'de 30 dakika inkiibe edildi, ardindan 20800 G'de 5 dakika
santrifiijlendi. Stipernatant, NO analizorii (Model 280i NOA, Sievers Instruments,
Boulder, CO, ABD) tarafindan NO seviyelerini belirlemek i¢in kullanildi. Standartlar
ve numuneler, indirgeyici ajan olan vanadyum III kloriir (95°C'de 1 M HCI iginde
¢oziilmiis) ile reaksiyona girmek iizere tahliye kabina enjekte edilip ve reaksiyon
kabindan elde edilen NO, saf nitrojen altinda analiz edildi. Standart bir egri elde
etmek i¢in sodyum nitrat kullanilip ve numunenin NO konsantrasyonu bu egriden
hesaplandi. Veri toplama ve analiz icin NOAnalysis yazilimi (versiyon 3.21, Sievers,
Boulder, CO, ABD) kullanildi (158,199,200).

3.4.5.2. 3-Nitrotirozin (3-NT) Diizeylerinin Olgiimii

3-NT seviyeleri ticari olarak temin edilen ELISA kiti (Kat. No. EU2560, 3-
NT(3-Nitrotyrosine) ELISA Kit, FineTest Biotech Inc., Wuhan Fine Biotech Co.,
Ltd., Wuhan, Hubei, Cin) kullanilarak iiretici firmanin belirttigi protokole uygun
olarak Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalindaki mikroplaka okuyucu (Microplate
Reader, Biotek Epoch, Spectrophotometer, ABD) ile 6l¢iilmiistiir (158,199,200).
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3.4.6. Ferroptoz Belirteglerinin Ol¢iimii

Omeklerdeki ferroptoz gelisimi 4 parametre sonucu  kullanilarak
degerlendirilmistir. Transferrin reseptér-1 (TFR1) (201), agil-KoA sentetaz uzun
zincirli aile tiyesi-4 (ACSL4) (193), MDA (202,203) ve GPX4 (193) diizeylerinin
ticari olarak temin edilen ELISA kitleri (TFR1 i¢in Kat. No. EH0386, Human sTfR1
(Soluble Transferrin Receptorl) ELISA Kit, FineTest Biotech Inc., Wuhan Fine
Biotech Co., Ltd., Wuhan, Hubei, Cin; ACSL4 i¢in Kat. No. EH6088, Human
ACSL4 (Long-chain-fatty-acid—CoA ligase 4) ELISA Kit, FineTest Biotech Inc.,
Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Wuhan, Hubei, Cin; Human GPX4 (Phospholipid
hydroperoxide glutathione peroxidase) ELISA Kit, FineTest Biotech Inc., Wuhan
Fine Biotech Co., Ltd., Wuhan, Hubei, Cin; MDA i¢in Kat. No. EH2577 MDA
(Malondialdehyde) ELISA Kit, FineTest Biotech Inc., Wuhan Fine Biotech Co., Ltd.,
Wuhan, Hubei, Cin) kullanilarak iiretici firmanin belirttigi protokole uygun olarak
hazirlanip  mikroplaka okuyucuda (Microplate Reader, Biotek Epoch,
Spectrophotometer, ABD) protokolde belirtilen 450 nm absorbansta okunup, 6l¢iilen

diger parametrelerle korelasyon gosterip gostermedigi analiz edilmistir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Gruplarda analiz edilen stirekli degiskenlerin normalligi Kolmogorov-
Smirnov normalite testi kullanilarak belirlendi. Veriler normal olarak dagitildiginda
ortalama =+ standart sapma veya degiskenler normal olarak dagitilmadiysa medyan ve
ceyrekler arasi aralik olarak sunuldu. Nitel veriler, yiizdelik oranlar olarak
tanimlandi. Anormal dagilim gésteren veriler i¢in Mann-Whitney U testi kullanildi.
Normal olarak dagilim gosteren iki veri grubunu karsilastirmak icin eslestirilmemis
bir Student t testi, ikiden fazla grubu karsilagtirmak i¢in tek yonli ANOVA testi
kullanildi. Daha sonra ¢oklu karsilastirmalar i¢in post hoc Bonferroni testi uygulandi.
Bu varsayimlar kargilanmadiginda, ikiden fazla grubun karsilagtirilmasi i¢in Kruskal-
Wallis testi uygulanip ve post hoc testi olarak Dunn coklu karsilastirma testi
kullanild1. Kategorik veriler Fisher’in tam veya Ki-kare testleri kullanilarak analiz
edildi. Normal olarak dagilim gosteren gruplarda korelasyonlar Pearson testi ile ve
normal olarak dagilim gostermeyen gruplarda korelasyonlar  Spearman
nonparametrik korelasyon testi ile analiz edildi. TFR1, ACSL4, MDA ve GPX4

biyobelirteglerin diizeyleri kendi aralarinda ve ayrica humanin, MOTS-c, 3-NT ve
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NO diizeyleri arasinda korelasyon olup olmadig1 incelendi. Analizde SPSS (versiyon
22.0, SPSS Inc. Chicago, IL, ABD) ve GraphPad Instat versiyon 3.05 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, ABD) istatistik programlar1 kullanilip, istatistiksel
anlamlilik diizeyi P < 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismamiz i¢in 15.02.2023 — 15.06.2024 tarihleri arasinda Gaziantep
Universitesi Goz poliklinigine basvurup tedavi edilen keratokonus hastalar1 ve ayni
hastanede postmortem 24 saat icinde alinan herhangi bir géz hastalifi olmayan
kornea ornekleri kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve hasta grubunun demografik
Ozellikleri Tablo 4.1°de gosterilmistir. Gruplar arasinda yas, cinsiyet, komorbidite ve

sigara i¢imi agisindan anlamli bir fark bulunmamustir.

Tablo 4.1. Kontrol ve hasta grubunun demografik dzellikleri

Kontrol Keratokonus hasta grubu P
(n=45) Evre 1 Evre 2 Evre 3 degeri
(n=49) (n=45) (n=47)
Yas (y1l) 25.8+12 227+09 240+0.7 228+09 0.0747
Cinsiyet, n (%)
Erkek 23(51.1) 23(46.9) 23(51.1) 21(44.7)  0.9039
Kadin 22 (48.9) 26(53.1) 22(48.9) 26 (55.3)
Komorbidite, n (%)
Astim - 2(4.1) - 2 (4.3) 1.0000
Migren - - 1(2.2) 1(2.1) 1.0000
Sepsis 1(2.2) - - -
Koroner 1(2.2) - - 1(2.2) 1.0000
Arter
Hastalig1
Hepatit - - 1(2.2) -
Sigara, n (%)
Igiyor 17 (37.8) 11(224) 8(17.8) 8 (17.0) 0.0714

femiyor 28(62.2) 38(77.6) 37(82.2) 39 (83.0)
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde MTT testi ile hiicre canliligi Olglilmiis ve sonucglar Sekil 4.1°de
sunulmustur. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda Evre 1, 2 ve 3’de hiicre

canliligininda azalma goriilse de bu azalmalar anlamli bulunmamastir.

120 = MTT

100 + ‘|'

80 - [ T

60 A

40 o

Hiicre canhiligi (%)

20 4

Kontrol Evre 1 Evre 2 Evre 3

Sekil 4.1. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde MTT testi ile hiicre canliliginin saptanmasi. Sonuglar ortalama + standart hata

(SH) olarak sunulmustur (n=5-7).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicre homojenatinda protein diizeyleri 6l¢iilmiis ve gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (Sekil 4.2). Bu durum gruplar arasinda protein diizeyleri agisindan

homojen bir dagilim oldugunu gostermektedir.

1,8
1,6 T
1,4 -

/ml)

[="] 1,2 N
1 4
0,8 -

Protein (m

0,6 1
0,4 1

Kontrol Evre 1 Evre 2 Evre3

Sekil 4.2. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel hiicre
homojenatinda protein diizeyleri. Sonuglar ortalama = SH olarak sunulmugtur. P = 0.6687

(n=43-47).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde NO diizeyleri 6l¢iilmiis ve sonuglar Sekil 4.3’de sunulmustur. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda Evre 1 (P < 0.05), 2 ve 3 (P < 0.001) hastalarindan
alinan epitel hiicrelerinde yiiksek NO diizeyi saptanmistir. Bu sonuglar, kerotokonus
hastalarinda NO diizeyinde nitrozatif stresin Evre 1 diizeyinde basladigina isaret
etmektedir. Evre 2 ve 3 NO diizeylerinin Evre 1 NO diizeyinden anlamli olarak

yiiksek oldugu da belirlenmistir (P <0.01).
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Sekil 4.3. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde nitrik oksit (NO) diizeyleri. Sonuglar ortalama + SH olarak sunulmustur. *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (n=22-24).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde 3-NT diizeyleri dl¢lilmiis ve sonuclar Sekil 4.4’de sunulmustur. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda Evre 1°de anlamli bir fark saptanmamis, ancak Evre 2
ve 3 hastalarindan alinan epitel hiicrelerinde 3-NT diizeyinin yiiksek oldugu
belirlenmistir (P < 0.05). Bu sonuglar, kerotokonus hastalarinda 3-NT agisindan

nitrozatif stresin Evre 2 ve 3’de belirgin diizeyde oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde 3-nitrotirozin (3-NT) diizeyleri. Sonuglar ortalama + SH olarak sunulmustur. *P
< 0.05 (n=22-23).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde humanin (MT-RNR2) diizeyleri 6l¢iilmiis ve sonuclar Sekil 4.5’te
sunulmustur. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda sadece Evre 3 hastalarindan alinan
epitel hiicrelerinde yiiksek humanin diizeyi saptanmistir (P < 0.05). Bu sonuglar,
kerotokonus hastalarinda mitokondriyal peptid saliverilmesinin belirgin diizeyde
etkilendigini gostermektedir. Evre 3’deki humanin diizeyinin Evre 1 ve 2 ile

karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek oldugu da saptanmistir (P < 0.05).
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Sekil 4.5. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde humanin (MT-RNR2) diizeyleri. Sonuclar ortalama + SH olarak sunulmustur.

*P < 0.05 (n=23-27).
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Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde MOTS-c (MT-RNR1) diizeyleri 6lgiilmiis ve sonuglar Sekil 4.6’da
sunulmustur. Kontrol grubuyla karsilastinldiginda biitiin  evrelerde epitel
hiicrelerinde MOTS-c diizeyleri azalmistir. Evre 2 ve 3’deki azalma (P < 0.01) Evre
1’den daha fazla bulunmustur (P < 0.05). Ancak hasta gruplar1 (evreler) arasinda

anlamli bir fark bulunmamustir.
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Sekil 4.6. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde  MOTS-c diizeyleri. MOTS-c: Mitochondrial-derived peptide MOTS-c,
(Mitochondrial open reading frame of the 12S rRNA-c, MT-RNR1). Sonuglar ortalama + SH
olarak sunulmustur. *P < 0.05, **P < 0.01, kontrol grubuyla karsilastirildiginda (n=23).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde MDA diizeyleri 6l¢iilmiis ve sonuglar Sekil 4.7°de sunulmustur. Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda sadece Evre 3 hastalarindan alinan epitel hiicrelerinde
yiiksek MDA diizeyi saptanmistir (P < 0.05). Evre 3’deki MDA diizeyinin Evre 1 ve
2 ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek oldugu da saptanmistir (P < 0.05). Bu
veriler, ferroptozun bir gostergesi olan lipit peroksidasyonun Evre 3 hastalarinda

anlaml olarak arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.7. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde malondialdehit (MDA) diizeyleri. Sonuglar ortalama + SH olarak sunulmustur.

*P < 0.05 (n=22).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde GPX4 diizeyleri 6l¢iilmiis ve sonuclar Sekil 4.8’de gosterilmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda sadece Evre 3 hastalarindan alinan epitel
hiicrelerinde diisiik GPX4 diizeyi saptanmistir (P < 0.05). Hasta gruplar1 (evreler)
arasinda anlamli  bir fark bulunmamistir. Bu sonuglar, ferroptozun
biyobelirteglerinden biri olan GPX4’lin kerotokonusda onemli Ol¢lide azalarak

ferroptoza gelisimine katki sagladigini ortaya koymaktadir.

GPX4 (ng/ml)

Kontrol Evre 1 Evre 2 Evre 3

Sekil 4.8. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) diizeyleri. Sonuglar ortalama + SH olarak
sunulmustur. *P < 0.05 kontrol grubuyla karsilastirildiginda (n=23).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde ACSLA4 diizeyleri 6l¢giilmiis ve sonuglar Sekil 4.9’da gosterilmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda sadece Evre 3 hastalarindan alinan epitel
hiicrelerinde yliksek ACSL4 diizeyi saptanmistir (P < 0.05). Hasta gruplar1 (evreler)
karsilastirlidiginda Evre 1 ile Evre 3 arasindaki farkin anlamli olugu saptanmistir (P
< 0.05). Bu sonuglar da ferroptozun biyobelirteclerinden biri olan ACSL4’iin
kerotokonusda 6nemli 6l¢iide artarak ferroptoza gelisimine katki sagladigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.9. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde ACSL4 diizeyleri. Sonuglar ortalama + SH olarak sunulmustur. *P < 0.05
(n=23-25).



45

Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde soluble Transferrin Receptor 1 (sTFR1) diizeyleri 6l¢iilmiis ve sonuglar
Sekil 4.10°da gosterilmistir. ilging olarak, kontrol grubuyla karsilastirildiginda Evre
3’de degil de Evre 1 ve Evre 2’de belirgin bir azalmanin olugu goriilmiistiir (P <
0.01). Evre 1 ve Evre 2’deki azalmalar Evre 3’e gore anlamli olarak farklidir
(swrastyla P < 0.05 ve P < 0.01). Bu veriler de kerotokonusta 6zellikle Evre 1°de
sTFR1 diizeyindeki belirgin diisiis olmasindan dolayr bu hastalikta ferroptoz
gelisiminin ilk biyobelirteci sSTFR1 olabilecegini diisiindiirmektedir.

sTFR1 (ng/ml)

Kontrol Evre 1l Evre 2 Evre 3

Sekil 4.10. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan aliman korneal epitel
hiicrelerinde STFR1 (soluble Transferrin Receptor 1) diizeyleri. Sonuglar ortalama = SH
olarak sunulmustur. *P < 0.05, **P < 0.01 (n=22).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde histatin-1 diizeyleri Sekil 4.11°de sunulmustur. Gruplar arasinda anlamli

bir fark saptanmamustir.

900 A
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Histatin-1 (ng/ml)

200 A

100 -

Kontrol Evre 1 Evre 2 Evre 3

Sekil 4.11. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan aliman korneal epitel
hiicrelerinde histatin-1 diizeyleri. Sonuglar ortalama + SH olarak sunulmustur. P=0.3640
(n=17-18).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde histatin-3 diizeyleri Sekil 4.12°de sunulmustur. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda Evre 1 ve 2 hastalarinda histatin-3 diizeylerinin anlamli olarak
artis gosterdigi saptanmistir. En belirgin artis Evre 1’de saptanmustir. Evre 1’deki

artis Evre 2 ve 3’den anlamli olarak fazla bulunmustur (P<0.001).

700 A *

B I

L X2

dkok

600 -

500 -

400 -

300 -+

Histatin-3 (ng/ml)

200 A

100 4

Kontrol Evre 1 Evre 2 Evre 3

Sekil 4.12. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan aliman korneal epitel
hiicrelerinde histatin-3 diizeyleri. Sonuglar ortalama + SH olarak sunulmustur. *P < 0.05,

**pP <0.01, ***P < 0.001 (n=18).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde histatin-5 diizeyleri Sekil 4.13’de sunulmustur. Gruplar arasinda anlaml

bir fark saptanmamustir.

15 4

10 4

Histatin-5 (ng/ml)

Kontrol Evre 1 Evre 2 Evre 3

Sekil 4.13. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan aliman korneal epitel

hiicrelerinde histatin-5 diizeyleri. Sonuglar ortalama + SH olarak sunulmustur. P=0.8019
(n=18).
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Sagliklt kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerinde hiicre kalinligr Sekil 4.14’de gdsterilmektedir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda hasta gruplarinda belirgin olarak epitel hiicre kalinlagmasi

saptanmustir. Evereler arttikca kalinlagsma da artmaktadir.

Bazal membran ile ylizey epitel arasi kalinlik
& ok

70 - %k

* %k

60 - |

50 -

40 -

30 -

Kalinhk (pm)

20 -

Kontrol Evre 1 Evre 2 Evre 3

Sekil 4.14. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel hiicre
kalinlig1. Her bir deger bes farkli alandan epitel kalinlig1 dlciilerek belirlenmistir. Sonuglar
ortalama + SH olarak sunulmustur. **P < 0.01, ***P <0.001 (n=3).

Histopatolojik incelemede saglikli  kontrol grubu ile kerotokonus
hastalarindan alinan korneal epitel hiicrelerinde hemotoksilen-eosin boyamasi

sonrasindaki goriintiiler Sekil 4.15’da sunulmustur.
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Kontrol

Evre 2 Evre 3

Sekil 4.15. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan aliman korneal epitel
hiicrelerinde hemotoksilen-eosin boyamasi sonrasindaki goriintiiler. Biiyiitme: x40

Kontrol grubunda normal histolojik yapida kornea epiteli goriiliirken, Evre
1’de kornea epitelinde minimal hiicresel degisiklikler ve bazal hiicrelerin boyutunda
minimal artig saptanmistir. Evre 2’de epitelyal hiperplazi, bazal hiicre boyutunda

artis ve cekirdek degisiklikleri, kanat hiicrelerde hidropik degisiklikler ile yilizey
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hiicrelerde hafif sekil degisikligi saptanmistir. Evre 3’de ise epitelde belirgin
hiperplazi, bazal hiicrelerde sekil degisikligi ve boyut artigi, kanat ve bazal
hiicrelerde boyut artisi, hidropik degisiklikler, anizokaryozis ile yiizey hiicrelerde 1§
benzeri goriiniim bulunmaktadir (Sekil 4.15).

Bazal hiicre dizilimi, yilizeyel hiicre dizilimi ve epitelyal hiperplazi
mikroskopta bes farkli alanda incelenmis ve daha 6nce yayinlanan kaynaklara gore
(204,205) skorlanma yapilmistir. Bazal hiicre dizilimi ve yiizeyel hiicre dizilimi i¢in
skorlama O=diizenli, 1=orta, ve 2=k&tii olarak yapilirken, epitelyal hiperplazi i¢in O:
yok, 1: az, 2: orta, ve 3: siddetli olarak yapildi. Farkli bes alandan rastgele 6lglim
yapildi. Her alan toplam skor en az 0 en fazla 7 olacak sekilde skorlanmis oldu
(204,205). Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerindeki histopatolojik analiz sonucu elde edilen skorlar Sekil 4.16’de
gosterilmektedir. Genel olarak evreler arttikga skorlarin da arttig1 en yiiksek skorun
Evre 3’de oldugu belirlenmistir.

Histopatolojikanaliz OKontrol OEvre 1 @Evre 2 BEvre 3

ke ok ke

Skor

Bazal Hiicre Yiizeyel Hiicre Epitelyal Toplam Skor
Dizilimi Dizilimi Hiperplazi

Sekil 4.16. Saglikli kontrol grubu ile kerotokonus hastalarindan alinan korneal epitel
hiicrelerindeki histopatolojik analiz sonucu elde edilen skor. Her bir preparat i¢in deger bes
farkli alandan epitel kalinligi olgililerek belirlenmistir. Sonuglar ortalama = SH olarak
sunulmustur. **P < 0.01, ***P < 0.001 (n=3).
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Korelasyon analizleri

Hasta gruplarinda (evreler) 6lgililen parametreler arasindaki istatistiksel olarak
anlamli korelasyonlar Tablo 4.2’de gosterilmistir. Biitiin evrelerde histatin-1 ile
histatin-3 arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Evre 1°de protein diizeyi ile
histatin-1 diizeyi arasinda, histatin-3 diizeyi ile humanin diizeyi arasinda ve histatin-5
diizeyi ile 3-NT ve ACSL4 diizeyleri arasinda pozitif, protein diizeyi ile histatin-5
diizeyi arasinda ise negatif korelasyon bulunmustur. Evre 2°de histatin-1 ile histatin-
5 arasinda pozitif korelasyon vardir. Yine Evre 2’de MDA ile 3-NT, humanin ile
ACSLA4 ve GPX4 ile ACSL4 arasinda pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir. Evre
2’de NO ile sTFR1 ve MOTS-c ile humanin diizeyleri arasinda ise negatif
korelasyon saptanmistir. Evre 3’de protein diizeyi ile histatin-1 diizeyi arasinda,
histatin-5 ile ACSL4 arasinda ve humanin ile 3-NT arasinda pozitif korelasyon

bulunmaktadir.
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Tablo 4.2. Calisma gruplarinda Slgiilen parametreler arasindaki istatistiksel olarak anlamli

korelasyonlar

Parametreler Correlation Coefficient of P
coefficient (r)  determination ()

Evre 1 grubunda:

Histatin-1 <> Histatin-3 0.5381 0.2895 0.0259
Histatin-1 <> Protein diizeyi 0.5348 0.2860 0.0270
Histatin-3 <> Humanin 0.4900 0.2401 0.0390
Histatin-5 <> Protein diizeyi -0.6361 0.4047 0.0045
Histatin-5 <> 3-NT 0.5219 0.2724 0.0263
Histatin-5 <> ACSL4 0.5742 0.3298 0.0127
Evre 2 grubunda:

Histatin-1 <> Histatin-3 0.7997 0.6395 <0.0001
Histatin-1 <> Histatin-5 0.5046 0.2547 0.0327
NO <> sTFR1 -0.8934 0.7981 0.0005
MOTS-c <> Humanin -0.4690 0.2200 0.0240
MDA <> 3-NT 0.4487 0.2014 0.0413
Humanin <> ACSL4 0.4148 0.1720 0.0491
GPX4 <> ACSL4 0.4193 0.1758 0.0464
Evre 3 grubunda:

Histatin-1 <> Histatin-3 0.8866 0.7860 <0.0001
Histatin-1 <> Protein diizeyi 0.5181 0.2684 0.0332
Humanin <> 3-NT 0.4388 0.1925 0.0411
Histatin-5 <> ACSL4 0.5224 0.2729 0.0261
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5. TARTISMA

Keratokonus, korneanin zayiflamasi ve stromanin incelmesiyle karakterize,
gormeyi etkileyen, non-inflamatuar stromal bir sekil bozuklugudur. Patofizyolojisi
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Etyolojide genetik, g¢evresel ve birgok
biyokimyasal faktoriin rol aldigi gosterilmistir (206). Bu calismada keratokonus
patofizyolojisinde rol oynayan mekanizmalarin aydinlatilmasina ¢alisilmis ve
histatin-3, nitrozatif stres, mitokondriyal kokenli peptid saliverilmesi ve ferroptoz

gelisiminin keratokonus olusumuna 6nemli katkida bulundugu gosterilmistir.

Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirevlerinin agir1 tiretimi antioksidan
inaktivasyonuna sebep olarak antioksidan diizeylerini azaltmaktadir (141).
Peroksinitritin tirozini nitrolamasi ile stabil tirozin formu olan 3-NT olusumu
gerceklesir. Plazmadaki 3-NT varlig1 organizmada c¢esitli hasarlarin olduguna isaret
eder ve nitrozatif stresin varhigim gosterir (142). Valko ve ark. (127) yaptigi
calismada kanserde, kardiyovaskiiler hastaliklarda, aterosklerozda, Alzheimer
hastaliginda, diyabette 3-NT diizeylerinde artis goriilmistiir. Bu bulgular 3-NT nin

oksidatif stres varliginda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

UV maruziyeti, ¢ogu hiicre ve doku i¢in zararli olan ROS ve RNS iireten,
kanitlanmis bir ¢evresel stres faktoriidiir. Kornea, gelen 15181n daha arka okiiler
yapilara gegisine izin veren seffaf bir avaskiiler dokudur ve siirekli olarak UV araligi
da dahil olmak iizere genis bir 151k spektrumuna maruz kalir (137). Bu nedenle
nitrozatif stres riski ytiksektir ve ¢calismamizda da hem NO seviyelerinde hem de 3-
NT diizeylerinde belirgin artis olmasi keratokonus patofizyolojisinde nitrozatif

stresin rolii oldugunu kanitlamaktadir.

Mitokondri, enerji iiretimi, apoptoz diizenlenmesi, biyosentetik dncii tiretimi,
hem sentezi, Fe-S kiimesi tiretimi, iyon homeostazisi ve ROS firetimi dahil olmak
tizere bircok Onemli hiicresel aktiviteden sorumludur. Biiylik Olciide retrograd
sinyallesme olarak bilinen bir siire¢ araciligiyla hiicreyle iletisim kurar (207).
Mitokondri transkripsiyonel stres tepkisine aracilik eden, metabolizmayi1 diizenleyen

spesifik peptidler iiretmektedir. Humanin, kii¢iik humanin benzeri peptidler (1-6)
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(Small humanin-like peptides (SHLPs), MOTS-c, SHMOQOSE ve Gau dahil olmak
tizere on farkli mitokondri kdkenli peptid rapor edilmistir. Mitokondri kdkenli
peptidler, mitokondriyal genom dizileri iginde kodlanmalar1 bakimindan benzersiz
olan, yakin zamanda tanimlanmis retrograd sinyallerdir (208). Yeni bir arastirmaya
gore, mitokondriyal kaynakli peptidlerin kesfedilmesiyle mitokondrinin genetik
etkisi geniglemistir. Humanin, SHLPs ve MOTS-c’nin mitokondriyal acik okuma
cercevesi, hiicresel metabolizmay1 modiile edebilen ve sitoproteksiyon saglayabilen
mitokondri kdkenli peptidlerdir ve daha once taninan mitokondriyal aktivite ile ilgili
olarak paradigmalart yikmaktadir (209). Muzumdar ve ark. (210) yaptiklar
calismada humanin seviyelerinin yaslanma ile iligkili oldugunu belirlemistir.
Humanin sitoprotektif olarak diisiiniilmekte olup yaslanma ile birlikte plazmada

humanin diizeylerinde azalma oldugu gézlenmistir.

Mitokondriyal kokenli peptidler ile ilgili yapilan cesitli ¢caligmalar bunlarin
antioksidatif stres, antiinflamatuar yanitlar ve antiapoptoz yoluyla sitoprotektif
etkiler sergiledigini gostermistir (211). MOTS-c, yag birikimini en aza indirmek,
enerjiyi geri kazandirmak ve insilin duyarliligini iyilestirmek i¢in AMPK (5-
adenosine monophosphate activated protein kinase) yolagini aktive etmektedir (212).
MOTS-c tedavisi, AMPK'yi fosforile ederek nesne ve konum tanima anilarinin
olusumunu arttirmaktadir. Altta yatan mekanizmanin astrosit ve mikroglia
aktivasyonunu arttirip proinflamatuar sitokin {liretimini inhibe ederek noroprotektif
bir etki olusturmasina bagli oldugu tespit edilmistir (213). Kim ve ark. (214) MOTS-
c'nin, metabolik strese yanit olarak nukleusa etki ederek adaptif niikleer gen
ekspresyonunu modiile edebilecegini gostermistir. D'Souza ve ark. tarafindan 2020
yilinda yapilan arastirma (215) sonucuna gore 70-81 yasindaki kisilerde oOlgiilen
MOTS-c diizeylerinin, 18-30 yasindaki bireylerle karsilastirildiginda yaklasik % 21
oraninda diistigli gbzlenmistir. Qin ve ark. (96) tarafindan insanlarda azalmis
MOTS-c diizeyleri ile koroner endotel disfonksiyonu arasinda bir korelasyon oldugu
bulunmustur. Shen ve ark. (216) fare iizerinde MOTS-c ile oksidatif stresi
degerlendirmek icin yaptiklar1 deneyde MOTS-c’nin verilmesi ile oksidatif stresin
azaldiginm1 kanitlamiglardir. Cin’de 2023 yilinda sepsise bagli olagsan oksidatif stresin

miyokard iizerinde etkisini gérmek i¢cin MOTS-c verilerek yanit degerlendirilmis ve
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MOTS-c sonrast azalan mitokondriyal membran potansiyelinin diizeldigi ve
kardiyomiyosit ROS olugumununun azaldig1 goriilmiistiir (217). Bizim ¢alismamizda
da MOTS-c diizeylerinde belirgin azalma saptanmistir. Bu azalma, olusan nitrozatif
ve oksidatif stresi kompanse etmek i¢in fazla tiikketim nedeniyle meydana geliyor
olabilir. Buna karsin humanin diizeyinde artis belirlenmistir. Bu ¢alisma,
keratokonus hastaliginda mitokondriyal peptidlerden humanin ve MOTS-c’nin
rolini arastiran ilk c¢alismadir. Mekanizmas: kesin olmamakla birlikte MOTS-c
diizeylerindeki azalmayir kompanse etmek amaciyla humanin diizeylerinde artma

olmus olabilir.

Bu projede ilk defa keratokonus hastaliginda ferroptozun rolii arastirilmistir.
Ferroptozun gostergelerinden olan lipit peroksidasyonun ve ACSLA4’ln Evre 3
hastalarinda anlamli olarak arttifi, GPX4 diizeylerinin ise azaldigi saptanmustir.
Ayrica korneal epitel hiicrelerinde sTFR1 diizeylerinin Evre 1 ve 2 hastalarinda
azalmig olmasi yine ilk defa saptanan bulgulardan biridir. Bu deneyler keratokonusta
ferroptoz yolagiin aktive edildigini gostermektedir. Keratokonusta kornea epitelinde
demir birikimi Fleischer halkasi olarak go6zlenebilmektedir (218) ve bu demir
birikimi ferroptoza katkida bulunabilir. GPX4 aktivitesinin kaybinin bir sonucu
olarak onarilmamus lipit peroksitler birikerek yine ferroptoza neden olmaktadir (184).
Bizim galismamizda da GPX4 diizeyleri azalmis olarak saptanmis olup ferroptoz
olusumunu desteklemektedir. Yine lipit peroksidasyonunun 6nemli bilesiklerinden
biri olan MDA diizeyleri de yiiksek olarak saptanmis olup keratokonusta ferroptoz
gelistigini  destekleyen sonuglardan biridir. Keratokonusta korneal stromal
fibroblastlarda ROS ve RNS’nin yiiksek diizeyde oldugu ve serbest radikalleri
notralize eden SOD enziminin azaldigini gosteren caligmalar (13,14) bizim

bulgularimiz1 desteklemektedir.

Kornea epiteli, non keratinize ¢ok katli yassi epiteldir. Yaklasik bes
tabakadan olusur ve ortalama kaliligi 50 pm’dir (219). Keratokonusta hematoksilen
ve eozin boyama, hafifce kalinlagmis skuamdoz epitel ve patolojik olarak hafif atipi
olarak teshis edilen anizokaryozlu hafif niikleer biiyiime gostermistir (220). Epitel

kalinliginin 6l¢iimleri bazal membrandan daha ylizeysel epitel tabakasina kadar elde
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edilmistir. Keratokonusta kalinlasmis epitel bildirilmistir (22). Kornea kalinliginda
diizensizlikler ve epitel hiicrelerinin diizensiz dagilimlar1 gézlemlenmistir. Epitel
hiicre katmanlarmin sayis1 degismektedir ve bazi durumlarda 10'dan fazla
katmandan, digerlerinde sadece 2-3 hiicre katmanina kadar degisen katmanlar
bildirilmigtir. Yiizeysel epitelyal hiicreler uzunlamasma veya ig benzeri sekilli
goriiniimiiniin bulunmasi, kanat hiicrelerinin biiyiik, diizensiz ve aralikl1 bir ¢ekirdek
sergilemis olmasi, bazal epitel hiicrelerinin ise biliylimiis ve bazi durumlarda
sitoplazmik siglik gostermis oldugu tespit edilmistir (221). Epitelin belirgin
hiperplazisi gozlenmistir (222). Diizensiz g¢ekirdekli kanat hiicreleri, uzamis epitel
hiicreleri ve Bowman tabakasinin bozulmasi gibi histolojik degisiklikler rapor
edilmistir (223). Bizim deneylerimizde de benzer histopatolojik bulgular elde

edilmistir. Dolayisiyla bulgularimiz literatiirle uyumluluk gostermektedir.

Histatinlerin korneadaki roliine iliskin az sayida ¢alisma vardir. Histidin
acisindan zengin bir peptid ailesi olan histatinlerin, agiz ve deri epitelyal yara
iyilesmesinde rol oynadigi ve insan kornea epitel hiicrelerinde in vitro etkili oldugu
gosterilmistir. Saglikli insan kornea ve konjonktival epitel hiicrelerinde histatin 1 ve
3 ckspresyonunun saptanmadigi  bildirilmistir  (224). Topikal histatin-1
uygulamasmin kornea epitelinde yara iyilesmesi iizerinde etkili oldugu tavsan
deneyinde gosterilmistir (225). Histatin ile yapilan in vitro calismalar, histidin
agisindan zengin olan bu proteinlerin, epitelyal hiicre migrasyonunu ve yayilmasini
uyararak yara iyilesmesini arttirdigini ileri siirmektedir (106,107). Histatin-1
endotelyal hiicre adezyonunu, migrasyonunu ve anjiyogenezi tesvik eder (226).
Ayrica, histatinler metaloproteinaz-9'un (MMP-9) gii¢lii inhibitorleridir ve 6nemli
antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler (227). Histatin-1'in ayrica insan kornea epitel
hiicrelerinde olusturulan yaralarin iyilesmesinde de etkili oldugu, insan korneasi
limbal epitel hiicrelerinin migrasyonunu artirdigi  gosterilmistir (104). Bizim
caligmamizda insan korneal epitel hiicrelerinde histatin-1, -3 ve -5’in varlig1 ilk kez
gosterilmistir. Ancak calismamizda keratokonus korneal epitel hiicrelerinde histatin-
1 diizeylerinin saglikli dondrlerden alinanlarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bir degisiklik gostermedigi belirlenmistir.
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Yasa bagli makular dejenerasyonu olan hastalardan izole edilen gézyas1 filmi
orneklerinde histatin-3’lin upregiile oldugu bildirilmistir (228). Tekrarlayan koroner
olay risk degerlendirmesini igin yapilan karsilastirmali global protecom analizi
kullanarak yeni biyobelirtec¢lerin belirlenmesi amaciyla 2.332 kisiden olusan ve
bunlarin 772’sinin KAH'dan etkilenen kisiler oldugu ve 5 yillik takip siiresi boyunca
tekrarlayan olaylarin tanimlandigr bir ¢aligmadan faydalanilarak yapilan analizde
histatin-3’iin tekrarlayan koroner olaylar i¢in risk siniflandirmasini iyilestirmek i¢in
kullanilabilecek potansiyel biyobelirteglerden biri olabilecegi gosterilmistir (229).
Bizim c¢alismamizda da keratokonus korneal epitel hiicrelerinde histatin-3
diizeylerinin anlamli olarak arttig1 gosterilmistir. En belirgin artis Evre 1°de
saptanmigtir. Evre 1°deki artisin hem kontrol grubu hem de Evre 2 ve 3’den anlamli
olarak fazla bulunmasi keratokonus hastalarinin erken tespitinde biyobelirteg olarak

kullanilabilme ihtimalini arttirmaktadir.

Histatin-5’in Sjogren sendromu gibi otoimmiin hastaliklart olan hastalarda
g6z kurulugunun tedavisinde rapamisin ile birlikte uygulanabilecegi belirtilmistir
(107). Insan okiiler yiizeyinde histatin-5 ekspresyonu tespit edilmistir (230).
Calismamizda keratokonus korneal epitel hiicrelerinde histatin-5 diizeylerinin

degismedigi saptanmaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismadan elde edilen bulgulara gore asagidaki sonuglar ve Oneriler
siralanabilir:

. Keratokonusta evre arttik¢a hiicre canliligi azalmakta, korneal epitel
hiicrelerindeki hasar artmaktadir.

. Keratokonusta NO ve 3-NT diizeylerinin artmis olmasi nitrozatif
stresin gostergesidir ve hiicre hasarinin olugmasina katkida bulunabilir.

. Keratokonusta korneal epitel hiicrelerinde mitokondriyal kokenli
peptidler onemli rol oynamakta, MOTS-c diizeyleri azalmakta, fakat humanin
diizeyleri artmaktadir.

. Keratokonusta korneal epitel hiicrelerinde ferroptoz aktif bir
mekanizma olarak rol almakta ve hiicre hasarina katkida bulunmaktadir.

. Asirt NO ve peroksinitrit olusumunu 6nleyen veya bu reaktif nitrojen
tiirlerini notralize edebilecek antioksidan etkili ajanlarin lokal olarak kullanilmasi
keratokonus tedavisinde katki saglayabilir.

. Keratokonus tedavisinde Oneri olarak azalan MOTS-c diizeylerinin
yerine koyma tedavisiyle lokal olarak goze uygulanarak diizeylerini artimak ve
sitoprotektif etkiyi saglamak miimkiin olabilir.

. Keratokonus tedavisinde lokal olarak demiri baglayan ajan
uygulamasiyla demir diizeylerinin azaltilmasi ve sonucta ferroptozun dnlenmesine
yonelik yeni tedavi prokollerinin gelistirilmesi terapdtik etkinin olugsmasina veya
evrenin ilerlemesinin 6nlenmesine katki saglayabilir.

. Bu arastirma insan keratokonus korneal epitel hiicrelerinde histatin
diizeylerinin arastirildig ilk ¢alismadir. Insan korneal epitel hiicrelerinde histatin-1, -
3 ve -5’in varlig1 bu calisma ile gosterilmistir. Calismamizda izole edilen insan
keratokonus korneal epitel hiicrelerinde histatin-1 ve 5’in diizeylerinde anlamli bir
degisikligin olmadig1 ve evreler arasinda da diizeylerin benzer oldugu saptanmustir.
Ancak, insan keratokonus korneal epitel hiicrelerinde histatin-3 diizeylerinde anlamli
artisin oldugu, bu artisin 6zellikle Evre 1 de belirgin oldugu ortaya konmustur. Evre
2’de de histatin-3 diizeylerindeki anlamli artis devam etmistir. Ancak, Evre 3’de

histatin-3 diizeyleri kontrol hiicrelerinkine benzer diizeyde oldugu bulunmustur.
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. Histopatolojik analizde kerotokonusta korneal epitel hiicre kalinliginin
artis gosterdigi, bu artisin evre ile orantili olarak yiikseldigini ortaya koymustur.

Histopatolojik skorun da Evre 2 ve 3’de anlamli olarak yiikseldigi belirlenmistir.
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