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OZET
Keratokonus Hastalarinin Kornea Epitelinde Mitofaji Belirteclerinin

Incelenmesi

Amac¢: Bu c¢aligmada insan keratokonik kornea epitelinde mitofaji
belirteclerinin koni bolgesi epiteli ile periferik kornea epiteli arasindaki farkliliklar
da ortaya koyarak incelenmesi amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya keratokonus tanisiyla KCB ameliyati yapilan
52 hastanin 54 gozii ve refraktif cerrahi i¢in bagvuran 12 saglikli géntilliiniin 23 gozii
dahil edildi. KCB ve PRK sirasinda alinan epitellerde Western Blot analiziyle
PINK1, PARKIN ve LC3A/LC3B proteinlerinin ekspresyonlar1 degerlendirildi.
Sonuglar hastalarin demografik, korneal tomografik ve klinik 6zellikleri ile birlikte
degerlendirilerek analiz edildi. Hastalar Kmean degerlerine gore evre 1 (<48 D), evre
2 (>48 D, <53 D) evre 3 (>53 D) olarak evrelendirildi.

Bulgular: Gruplar arasinda yas ve cinsiyet agisindan fark yoktu. Protein
ekspresyonlarinda PINK1 proteininde farklilik izlenmezken, PARKIN ve LC3
protein ekspresyonu hem koni hem de periferde kontrol grubuna gore daha az
bulundu (p<0.05). Koni epiteli ve periferik epitel kiyaslandiginda PARKIN proteini
koni bolgesinde perifere gore anlamli olarak daha az LC3 proteinleri ise periferde
koni bolgesine gore daha az oldugu gosterildi (p<0.05). Hastalar keratometrik
evrelerine gore degerlendirildiginde evre 1’de 2’ye gore perifer-koni arasi LC3
ekspresyon farkliliginin daha fazla oldugu goriildii (p<0.05). Evre 3’te bu fark
gozlenmedi. Ayni farkliligin koni lokalizasyonuna goére gruplamada santral konilerde
daha fazla oldugu tespit edildi(p<0.05). Cinsiyet, allerji Oykiisii, aile Oykiisii ile
ekspresyonlar arasinda anlamli iligki gosterilememistir. Periferik kornea epitelinde
PARKIN ekspresyonu ile Kmaks. degeri arasinda negatif; koni epitelinde ise PINK1
ekspresyonu ile EIKK arasinda pozitif, PARKIN ekspresyonu ile yas arasinda negatif
korelasyon bulundu (biitiin degerler igin p<0.05).

Sonu¢: Keratokonus hastalarinin kornea epitelinde mitofaji ve otofaji
belirteclerinde azalma gosterilmistir. Hastaligin patogenezinde bu yolaklardaki
disregiilasyonun énemli bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Koni bdlgesinde ve
periferde varyasyonlar gosteren bu protein ekspresyon farkliliklarinin Kkorneada
incelme, hastalik gelisimi ve progresyonu ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: keratokonus, otofaji, mitofaji, PINK1, PARKIN, LC3



ABSTRACT

Evaluation of Mitophagy Markers in the Corneal Epithelium of Keratoconus
Patients

Purpose: In this study, it was aimed to examine the mitophagy markers in
human keratoconic corneal epithelium by revealing the differences between cone
epithelium and peripheral corneal epithelium.

Materials and Methods: Study included 54 eyes of 52 patients undergone
CXL with diagnosis of keratoconus and 23 eyes of 12 healthy volunteers who
applied for refractive surgery. Expressions of PINK1, PARKIN, LC3A/LC3B
proteins were evaluated in epithelia taken during CXL and PRK by Western Blot
analysis. Results were analyzed by evaluating demographic, topographic, clinical
characteristics.

Results: While there was no difference in PINK1 expression, PARKIN and
LC3 was found to be lower than the control group (p<0.05). When conical and
peripheral epithelium were compared, PARKIN was significantly less in conical
region than periphery, and LC3 proteins were less in periphery (p<0.05). When
patients were evaluated according to stages, the difference in LC3 expression
between the periphery and the cone was more in stages 1-2 (p<0.05). This difference
was not observed in stage 3. The same difference was found to be more in central
cones according to the localization of the cone. No significant relationship was found
between expression and gender, allergy, family history. There was a negative
correlation between PARKIN expression and Kmaks value in the peripheral
epithelium and a positive correlation between PINK1 expression and TCT, and a
negative correlation between PARKIN expression and age in the conical epithelium
(p<0.05 for all).

Conclusion: Decreased expression of mitophagy and autophagy markers has
been shown in the epithelium of keratoconus patients. It is thought that dysregulation
in these pathways is an important mechanism in the pathogenesis of the disease.
These protein expression differences, which show variations in the conical region
and periphery, are thought to be related to the thinning of the cornea, the
development and progression of the disease

Keywords: Keratoconus, Autophagy, Mitophagy, PINK1, PARKIN, LC3
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1. GIRIS VE AMAC

Keratokonus, ilerleyici gorme kaybma neden olan, korneanin yapisal olarak
incelmesi, sivrilesmesi ve diizensiz astigmatizma ile iligkili yaklasitk 2 000°de 1
goriildiigli diisiiniilen bir goz hastaligidir. Giincel tedavi segenekleri arasinda,
refraktif diizeltmeler, korneal kollajen ¢apraz baglama, intrakorneal halka segment
implantasyonu ve kornea nakli bulunmaktadir (1). Hastaligin molekiiler temeli
kapsamli bir sekilde anlagilamadigindan, hastaligin gelisimini ve progresyonunu

engelleyecek cerrahi olmayan tedavi yontemleri heniiz mevcut degildir.

Yapilan c¢alismalarda, keratokonik kornealarda protein ekspresyonunda anormal
paternler tespit edilmis olsa da hastaliga neden olan spesifik mekanizmalar hala
belirsizligini korumaktadir. Keratokonus patogenezine katkida bulunan ana
faktorlerin arasinda oksidatif stresin de oldugu bilinmektedir. Hastalik reaktif oksijen
ve nitrojen tiirevleri gibi oksidatif stres belirteglerinde artis ve aldehit dehidrogenaz,
superoksit dismutaz gibi antioksidanlarda azalma ile karakterizedir (2). Cevresel
olarak indiiklenen oksidatif stres, serbest oksijen radikallerinde bir artisa ve hiicresel
diizeyde antioksidan seviyelerinde azalmaya neden olmakta ve bu reaksiyonlar,
hiicre dist  matriksin  bozulmasiyla ve kornea stromasinda incelmeyle
sonuglanmaktadir (3). Oksidatif stres inflamatuar apoptotik sitokinlerde artisa da
neden olur. Korneal epitelyal incelmenin artan apoptozis ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. (4).

Makrootofaji yani daha sik kullanilan tabiri ile otofaji, oksidatif strese yanit
olarak aktiflesen bir hiicresel savunma mekanizmasidir. Otofaji indiiksiyonunda
veya dinamiklerinde yetersizlik apoptozis ile hiicre 6liimiine yol agabilir. Okiiler
hastaliklarin bir kisminda otofajik disregiilasyon gosterilmis olup literatiirde
keratokonus ile iligskisine yonelik ¢alismalar ¢ok az sayidadir. Yapilan bir ¢alismada
oksidatif strese bagli olarak, keratokonus patogenezinde, yetersiz otofajik aktivitenin

rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir (5).



Otofajinin mitokondriyi hedef alan selektif yolagina mitofaji adi wverilir.
Oksidatif strese bagli ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri, mitokondri membraninda
depolarizasyona neden olarak mitofajiyi tetiklemektedir. Artmis oksidatif stres ve
mitokondriyal deoksiriboniikleik asit (DNA) biitiinliigiiniin degismesi birbiriyle
iligkilidir. Sonugta mitofaji yoluyla hasarli mitokondrilerin degradasyonu ile

hiicrenin gorecegi zarar azaltilir ve geciktirilir (6).

Yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD) ve Fuchs endotel distrofisinde (FED)
mitofaji disreglilasyonuna iligkin bulgular bildirilmistir (7, 8). Keratokonuslu
kornealarda artmis mitokondriyal DNA hasar1 ve hasar iriinlerinin birikimi daha
once gosterilmistir (9, 10). Buna bagl olarak keratokonusta da hasarli
mitokondrilerin  ortadan  kaldirilmasini ~ saglayan mitofaji  yolaginda bir
disregiilasyonun s6z konusu oldugu disiiniilebilir. Ancak literatiirde keratokonus ve
mitofaji iliskisini inceleyen yalniz bir ¢alisma mevcuttur. Yildiz ve ark. tarafindan
gerceklestirilen calismada keratokonuslu hastalarin kornea epitelinde mitofaji
regiilasyonunda gorev alan PINK1 ekspresyonunda normal kornea epiteline kiyasla
anlamli miktarda azalma tespit edilmistir (9). Mitofaji yolaginin regiilasyonunda iki
major regiilator protein mevcuttur. Bunlar phospatase and tensin homolog-induced
putative kinase protein 1 (PINK1) ve PARKIN’dir. Mitokondri hasarlandiginda
olusan depolarizasyon ile PINK1 mitokondriyal membranda birikmeye baslar ve
PARKIN’i caligtirarak LC3 proteinleri ile indiiklenen otofajik mekanizmanin
calismasi i¢in sinyal baglatir. Takiben lizozomal hidrolazlar ile degradasyon
gergeklesir ve bu yolla mitokondriyal saglik devam ettirilmis olur (11). Sonug olarak
otofaji ve mitofajinin oksidatif stresi azaltan, hasarli organellerin eliminasyonuyla
apoptozisi engelleyen sitoprotektif bir cevabi olusturdugu diistiniilebilir. Otofajinin
inhibisyonu hiicre 6liimiinii dramatik olarak arttirken stimiilasyonu ise tam tersi
etkiye sahiptir (12). Keratokonus patogenezinde bu siire¢lerin aydinlatilmasi yeni

tedaviler gelistirilmesine Onciiliik edebilir.

Histopatolojik analizler; keratokonuslu kornealarda apikal koni bélgesinde epitel
ve stroma incelmesini, Bowman tabakasinda kirilmalari, fibrozisi ve anterior stromal
keratositlerin apoptozunu gostermektedir (13). Hastalarda morfolojik olarak
birbirinden farkli yapidaki koni ve perifer epitel Orneklerinin farkli molekiiler

ekspresyon paternleri gosterdigi bilinmektedir. Buna baglhh olarak hiicresel

2



apoptozisin koni bolgesinde daha fazla oldugu 6ne siiriilmiistiir. Konik ve periferik
kornea epiteli arasindaki otofajik siire¢lerdeki farkliliklar daha 6nce incelenmis olsa
da mitofaji yolagi tizerinde benzer bir calisma literatiirde mevcut degildir (5).

Literatiirdeki tek ¢alisma mitofaji belirteclerini biitiin kornea epitelinde aragtirmistir

(9).

Keratokonusta primer patolojinin stromada oldugu diisiincesine karsit olarak son
yillarda yapilan arastirmalarda epiteldeki anormalliklerin stromal degradasyona
neden oldugu, epitel tabakasinin da hastalifin siddetiyle orantili olarak etkilendigi
tespit edilmistir. Korneal epitelde proteomik bozukluklar gosterilen calismalar
yayinlanmistir (4, 14-16). Fakat hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olan olasi
patolojilerin, yalnizca topografik bozuklugun goriildiigii koni bdlgesinde kisith ya da
biitiin korneay1 etkileyen bir durum olup olmadigi hala belirsizligini korumaktadir
(4). Koni bolgesini ve topografik olarak normal goriintimdeki periferik korneal
epiteli kiyaslayan calisma sayisi literatiirde hala olduk¢a az sayidadir ve bu
calismalar iki bolgenin de farkl sekillerde etkilendigine yonelik ipuclar1 vermektedir

(4, 5,17, 18).

Bu calismada farkli evrelerdeki keratokonus hastalarindan korneal kollajen
capraz baglama tedavisi uygulamasi esnasinda alinan epitel, koni ve perifer olarak
ayrild1 ve refraktif cerrahi esnasinda elde edilen saglam kornea epiteli kontrol grubu
kabul edilerek Western Blot analiziyle korneal epitel hiicrelerinde mitofaji ve otofaji
belirteclerinin incelenmesi amaglandi. Protein ekspresyon paternleri hastalarin
klinik, demografik ve topografik ozellikleri ile birlikte analiz edildi. Boylece
keratokonus patogenezinde mitofaji ve otofaji yolaklarindaki disregiilasyonun
roliinlin gosterilmesi ve bu yolakta koni ile perifer epitelleri aras1 farklilik olup
olmadiginin  aydinlatilmasi amaglanmistir. Caligma literatiirde keratokonus
hastalarinda koni ve perifer kornea epitelinin mitofajik protein ekspresyonlarini
kiyaslayan ilk ¢aligmadir. Ayn1 zamanda mitofaji ve otofaji markerlarinin birlikte
hasta 6zellikleriyle detayli kiyaslanarak incelendigi mevcut literatiirdeki en kapsamli

caligmadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kornea

2.1.1. Embriyoloji

Kornea gelisimini lens vezikiiliiniin yiizey ektoderminden ayrilmasi baslatir.
Korneal epitel ve endotel ilk 6nce 5. haftada belirir (19). Gestasyonel 5. hafta
sonunda ektoderm ince bazal lamina {izerindeki 2 tabakali epitelyum hiicrelerinden
ibarettir. Lens vezikiiliiniin ayrilmasiyla epitelyal hiicrelerin bazal tabakasi lens ve
korneal epitel arasindaki boslugu doldurarak birincil stromay1 olusturacak kollajen
fibrilleri ve glikozaminoglikanlar iiretmeye baslar. Mezenkimal hiicreler optik ¢ukur
riminin kenarlarindan birincil stroma arka ylizeyi boyunca goc¢ ederler. Noral

tomurcuk kokenli hiicrelerin korneal endoteli olugturmasi {i¢ ige biiyiime dalgasinin
ilkidir (20).

Stromanin gelisiminin ilerlemesi optik ¢ukurun riminden baslayip 2 yonde
ilerleyecek olan mezenkimal hiicrelerin bagka bir ige biiyiime dalgasi ile
saglanmaktadir. Arkaya dogru yayilan hiicreler lens epiteli ile korneal endotel
arasinda biiylir ve birincil pupiller membran1 olusturur. Es zamanli olarak birincil
stromanin hiyaliironik asit komponentlerinin hidrasyonu yeni gé¢ dalgasina katilacak
hiicrelere uygun bosluk saglar. Yaklasik 7. gestasyon haftasinda 6ne uzanan
mezenkim hiicreleri korneal stromaya gd¢ eder. Bu hiicreler tip 1 kollajen fibrilleri

salan matiir (ikincil) stromanin matriksini olusturacak keratositlere farklilagir (20).

Keratositlerin morfogenezi posterior stromada baslar ve 6ne dogru ilerler.
Hiicreler lamella seklinde organize olan proteoglikanlar ve kollajen fibrilleri
sentezler. Her lamella ek fibriller sayesinde biiyiimeye devam eder. Es zamanli
olarak ardi ardina lamella tabakalari eklenir. Lamellalar boy ve genislik olarak
bliylidilkce kornea c¢ap1 ve kalinligi artar. Korneanin santral alanindaki endotel

gestasyonun 3. ayinda tek katli yassilagmig hiicrelerden olusan bir tabaka haline gelir.



Hiicreler descemet membranini olusturacak kesintili bazal lamina iizerindedir.
Gelisimin bu asamasinda descemet membranit 2 zondan olusmaktadir. Stromaya

dogru olan zon lamina densa, endotele komsu olan ise lamina lusida olarak

adlandirilir (20).

Dordiincii gestasyonel ayin ortalarinda komsu endotel hiicreleri apekslerinden
zonula okludensler ile birlesir. 4. ayin sonunda 6n stromanin hiicresiz bowman zonu

olusur (20). Kesin bir korneoskleral ayrim 4. ayda mevcuttur (19).

2.1.2. Anatomi

Kornea yapisal bariyer olarak rol alan ve gozii enfeksiyonlara karsi koruyan
seffaf, avaskiiler bir dokudur (21). Ortalama bir yetiskinde korneanin horizontal gap1
yaklagik 11.5-12 mm’dir ve vertikal ¢apindan 1mm daha biiyiiktiir. Merkezinde asagi
yukar1 0.5 mm kalinligindadir ve perifere dogru git gide kalinlik artar. Korneanin
sekli periferde daha diiz ve merkezde daha diktir bu da asferik bir optik sistem yaratir
(22). On kurvatiirii 7.8 mm’dir ve arka kurvatiirii 6.5 mm’dir (21). Gdzyas1 film
tabakasi ile birlikte goz icin diizgiin bir 6n refraktif yiizey saglamaktadir. Refraktif
giice 40-44 Diyoptrilik bir katkida bulunur ki bu total refraksiyonun yaklasik
%70’idir (13). Ortalama refraktif indeksi 1.3375tir (21, 22).

2.1.3. Fizyoloji

Normal korneanin damarlanmasi yoktur. Korneanin beslenmesini ve
metabolik atiklarin uzaklastirilmasini arka yiizeyde humor akoz, 6n yiizeyde goz yast
film tabakas1 ve kapak damar yapisi saglar. Epitelyal hiicreler, keratositler ve endotel
hiicreleri i¢cin ana metabolizma kaynag glikozdur. Stroma, glikozu endotelden gecen
tasiyict aracili transport ile humor akdzden alir. Epitel ise stromadan pasif difiizyonla
alir. Goz yag1 film tabakasi ve limbal vaskiiler yapilar kornea glikozunun yaklagik
%]10’unu saglar. Glikoz korneada trikarboksilik asit (TKA) siklusu, anaerobik
glikoliz ve heksoz monofosfat (HMF) yolu ile metabolize edilir. Epitel ve endotelde

glikozun %35-65i HMF yoluyla yikilirken, keratositlerde 6-fosfoglukonat
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dehidrogenaz bulunmadigindan stromal keratositler bu yolla ¢ok az glikoz metbolize
eder. TKA siklusu endotelde daha etkindir. Glikolizin son iiriinii olan piriivik asit,
acrobik sartlarda CO; ve H,O’ya; anaerobik ortamda ise laktik aside ¢evrilir. Laktik
asit diistik oksijen gecirgen kontakt lens kullanimi gibi oksijen azligi yaratan
durumlarda artar. Artmis laktik asit diizeyinin ise ddem veya endoteli etkileyen

stromal asidoz gibi zararli sonuglar1 vardir (23).

Insan korneasinda yiiksek oranda aldehid dehidrogenaz ile transketolaz vardir
ve lensin enzim kristalinlerinde oldugu gibi bu enzimler korneanin optik 6zelligine
katkida bulunur. Bu iki protein korneal stromal ¢6ziinebilir proteinlerin %40-50’sini
olusturur ve kornea hiicrelerini, serbest radikallere ve oksidatif hasara karst UV-B

1sinlarini emerek korur (24).

2.1.4. Histoloji

Insan korneasi epitel, stroma ve endotel adinda 3 hiicresel tabaka ve bowman
membrani ile descemet membrani olmak tizere 2 ara yiizey tabakasinin olusturdugu 5

tabaka ile tanimlanmustir (Sekil 2.1).

Epitel
Bowman
Membram

Stroma

Descemet
= Membram
Endotel

Sekil 2.1. Korneanin hiicresel tabakalar1 (25).



2.1.4.1. Epitel

Korneanin epitelyal yiizeyi dis etkenlere karsi ilk korumay1 olusturur. Cok
katl1, nonkeratinize skuamdoz epitel yapisindadir ve 4-6 hiicre tabakasindan meydana

gelir. Yaklasik 50 pm kalinligindadr.

Gozyas1 film tabakasi ile anatomik ve fizyolojik olarak simbiyotik iligki
icindedir. On epitelyal yiizeydeki mikrodiizensizliklerin giderilmesi acisindan bu

iliski optik 6nem arzetmektedir (22).

Kornea epitelindeki tabakalar yiizeyel hiicreler, kanat hiicreler ve bazal
hiicreler olmak tizere 3 hiicre tipinden olusur. En yiizeydeki 2-3 tabaka yiizeyel
hiicreler diiz ve poligonal sekildedir. Yiizey alanimi arttiran apikal mikrovili ve
mikroplika yapilarma sahiptir (26). Bu yapilarin tizerinde glikokaliks tabakasi
mevcuttur (27). Gozyasinin konjonktival goblet hiicreleri tarafindan iiretilen miisindz
tabakasi ile etkilesime girerek her goz kirpmada gdzyas: tabakasinin hidrofilik
yayilimini saglar (21). Hiicreler arasi siki baglantilar gozyasi gegirmez bir yalitim
olusturur ve patojenik mikroorganizmalarin ve toksinlerin korneaya girisini

onlemeye yardime1 olur (26)

Yiizeyel hiicre tabakasinin altinda kanat veya suprabazal olarak adlandirilan
hiicreler daha az yassi 2-3 hiicre tabakasi olusturur ve bu hiicreler de aralarinda

benzer siki baglantilar igerir.

En derindeki hiicre tabakasi bazal hiicre tabakasidir ve kolumnar 6zellikte tek
bir hiicre sirasindan olusur (22). Bazal hiicreler, kok hiicreler ve gegici ¢ogalabilen
hiicreler disinda mitoz yapabilen tek korneal epitel hiicresidir (28). Epitelyal kok
hiicreler limbal bazal epitelde lokalizedir. Hiicreler santral korneaya migrasyon ile
gecici ¢ogalabilen hiicrelere ve bazal hiicrelere farklilagirlar. Kanat hiicrelerin ve
yiizeyel hiicrelerin kaynagi bazal hiicrelerdir. Yiizeydeki hiicreler apoptozis ve
dokiilme yoluyla kaybedilir. Epitel hiicrelerinin yasam dongiisii 7-10 giindiir (29).
Thoft ve Friend santral epitelyal siirekliligi XYZ hipotezi ile agiklamislardir. X bazal



hiicre proliferasyonunu, Y hiicrelerin periferden santrale migrasyonunu ve Z

yiizeyden hiicre kaybini simgeler (30).

Bazal hiicreler alttaki bazal membrana hemidesmozomlarla baglanirlar. Bu
sik1 baglantilar epitelin alttaki kornea tabakalarindan ayrilmasini 6nler. Bu baglarda
anormallikler rekiirren korneal erozyon sendromlari ya da iyilesmeyen epitel
defektleri ile sonuglanabilir (22). Bazal membran bazal hiicrelerden salgilanan Tip

IV kollajen ve lamininden olusur (21).

2.1.4.2. Bowman Membrani

Bowman membrani stromanin 6n kisminda aseliiler bir yapidir ve gercek bir
membran degildir. Tip I, Tip V kollajen ve proteoglikan yapidadir. Rejenerasyon
yetenegi yoktur bu yiizden hasarlandiginda skarla sonuglanabilir. Korneanin seklini

korumasina yardimci olur (21,22).

2.1.4.3. Stroma

Stroma 6nde bowman ve epitelyal bazal membran ile arkada descemet ve
endotelyal bazal membran arasinda uzanir. Korneal yapilarin ve korneal kalinligin
%90’1m1 olusturur. Kornea islevleri i¢in zorunlu olan seffaflik, avaskiileriteyi saglar.

Kornea seklinin korunmasi ve dayanikliligi i¢in gerekli mekanik 6zellikler tasir.

Stroma esas olarak ekstraseliiler matriks molekiilleri ve bunlart sentezleyen
keratositler ile sudan olusmaktadir (31). Keratositler stromanin major hiicre tipidir ve
hepsi stromal homeostazisi saglamakta Onemli olan kollajen molekiilleri,
glikozaminoglikanlari, matriks metalloproteinazlari sentezlerler. Ayrica hiicre i¢inde

15181n sagilimini azaltan ve korneal seffafligi saglayan Kkristalin proteinleri igerir (22).

Keratositler haricinde stromada limbal stromal bolgede lokalize kdk hiicreler
ve immiin cevab1 diizenleyen fagositik doku spesifik antijen sunan hiicreler olan

dendritik hucreler bulunmaktadir.



Korneanin seffafligt homojen, kiigiik capli kollajen fibrillerin diizglin
dizilimine dayanir. Bu fibriller lamella olarak adlandirilan tabakalar olusturur (31).
Insan korneasindaki stroma 200-250 ayri lamelladan olusur ve her tabaka komsu

lamellalardaki fibriller ile dik a¢1 olusturacak sekilde diizenlenmistir.

Periferal stroma merkezdeki stromadan daha kalindir ve kollajen fibriller
limbusa yaklastik¢a dairesellesecek sekilde yon degistirebilir. Derindeki tabakalar

yiizeyel tabakalara gore daha siki diizenlenmistir.

Stromal kollajen fibriller tip V kollajen ile heterodimerik kompleks olusturan
tip I kollajenden olusur. Bu kompleksler hidrasyon regiilasyonuna ve yapisal
ozelliklere yardimci olan keratan siilfat, kondroitin siilfat ya da dermatan siilfat yan

zincirleri igeren 6zellesmis proteoglikanlar ile gevrelenmistir (22).

2.1.4.4. Descemet Membrani

Descemet membraninin diger bazal membranlarla birka¢ komponenti benzer
olsa da diger organlardaki bazal membranlarla hatta korneal epitelyal bazal
membranla karsilastirildiginda essiz bir yapiya sahiptir. Descemet membrani tip VIII
kollajen, fibronektin, keratan siilfat ve dermatan siilfat bilesenlerinden olusur.
Fibronektin kollajen fibrilleri ile etkilesime girerek stroma ve endotelyal hiicre
tabakasinin descemet membranina adezyonunda rol oynar ve bu sayede membran
yapisinin korunmasina yardimei olur. Cogu bazal membranda tip IV kollajen major
bilesen iken descemet membraninin major kollajeni tip VIII’dir ve gorece descemet
membranina spesifik olarak tanimlanmistir. Hekzagonal 6rgii yapisinda olup besin
maddeleri ve diger makromolekiillerin akéz hiimorden korneal stromaya taginmasina

katkida bulundugu diigiiniilmektedir.

Diger bazal membranlarin aksine descemet ince degil kalin yapidadir ve
lamina lusida ve lamina densa icermez. Descemet membrani korneal seffafligin,
kornea yapisinin ve homeostazisin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Endotel

tabakasinin korneaya adezyonunu saglayarak korneal biitiinlige katkida bulunurken
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ayni zamanda endotel ile birlikte besin maddeleri, biiyiime faktorleri ve sitokinler
gibi makromolekiillerin iki yonlii olarak stroma ve akoz sivist arasinda gegisine izin
veren bir bariyer fonksiyonu gérmektedir. Korneanin avaskiiler bir doku olmasi
nedeniyle bu gecis keratositler, korneal sinirler ve epitelyal metabolizma igin

yasamsaldir.

Descemet membraninin stromaya biiyliime faktorlerinin girigini diizenlemesi
miyofibroblastlarin gelisimi ve stromal fibrozis ile skarlasmayr engellemek igin
zorunludur. Endotel ve descemet membranini igeren yaralanmalardan sonra aktive
keratositlerin miyofibroblastlara farklilasmasi ve dezorganize ekstraselliiler matriks
iiretmesi sonucu kornea opaklasabilir. Bu siire¢ normalde akéz sivisinda bulunan ve
travma sonucu endotel hiicrelerinde sentezi artan Transforming Growth Factor-Beta
(TGF-B) ile diizenlenir. Descemet yapisinda bulunan perlekan da ig¢erdigi anyonik
bolgeler ile TGF- B gibi negatif yiiklii molekiillerin gegisini diizenleyen elektriksel
bariyer yapist olusturur (32). Fakoemiilsifikasyon esnasinda descemet-endotel
kompleksinde olusan kii¢iik defektler gibi durumlarda rejenere olup stromal seffaflig
tekrar saglayabilse de descemet membrani korneal epitelyal bazal membran ile
kiyaslandiginda travmatik ve enfeksiyoz defektlere karsi daha zayif rejenerasyon

potansiyeline sahiptir (33).

2.1.4.5. Endotel

Korneanin endotel tabakasi gorece dehidrasyon durumu olusturarak
korneanin seffaf halinin korunmasmi ve 151k gegirgenliginin maksimize olmasini
saglar (22, 26). intakt endotel tabakasi arka yiizeyden bakildiginda bal petegi benzeri
mozaik yapidadir. Komsu hiicreler yaygin lateral interdijitasyonlar1 paylasir ve
lateral smirlar1 boyunca gap junction ve tight junctionlara sahiptir. Lateral
membranlar yiiksek yogunukta Na'-K*-ATPaz pompa alanlar1 igerir. Bu pompalar
bikarbonat bagimli Mg™-ATPaz pompalar1 ile birlikte hidrasyon gradiyentini
olusturur. Endotelin bazal yiizeyinde descemet membranina adezyonu saglayan ¢ok

sayida hemidesmozomlar mevcuttur (22).
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Endotel hiicre yogunlugu dogumda yaklagik 3 000-4 000 hiicre/mm? iken geg
yetiskinlik déneminde bu say1 2 500 hiicre/mm?’ye kadar diiser. Yasam boyu hiicre
kayb1 yilda 10.92 hiicre/mm?’dir. Endotelyal yogunlugun yas, intraokiiler cerrahi,
travma, inflamasyon ya da fuchs endotelyal distrofisi gibi hastaliklarla birka¢ yiize
kadar azalmasi ile endotel yetmezligi gelisebilir (22, 26). Endotelyal yetmezlik
pompalar tarafindan disaritya pompalanandan daha fazla sivinin gorece daha
hipertonik yapida olan akozden hipotonik stromaya girisiyle korneal o6dem

gelismesiyle sonuglanir (22).

Epitelin aksine endotel hiicrelerinde mitoz izlenmez. Hasar ve hiicre 6limii
sonrast endotel hiicre fonksiyonunun tekrar saglanmasi hiicre boliinmesi ile degil
migrasyon ile gerceklesir. Santralde fokal hiicre kaybi1 komsu endotel hiicrelerin
sentripedal migrasyonu ve sonrasinda siki baglantilarin olusumu ile pompa
fonksiyonunun geri kazanimi ile sonuglanir. Daha sonra genislemis irregiiler yapili

endotel hiicrelerinin daha hekzagonal bir patterne remodelingi ile sonlanir (26).

2.1.5. Innervasyon

Kornea viicuttaki en fazla innervasyona sahip en hassas dokulardan biridir.
Korneal sinirler ve duyu trigeminal sinirin oftalmik boliimiinden koken alan
nazosiliyer dali ile innerve edilir. Sinirler yiizeyel korneada stromaya pleksiform
bileskeler olusturan radyal kalin dallar olarak girer bowman membranini deler ve
bazal epitelyal tabakanin altinda zengin bir pleksus yapisi olusturur. Kornea ayni

zamanda otonom sempatik sinir lifleri de igerir (22).

2.2. Keratokonus

2.2.1. Tanim

Keratokonus kelimesi yunanca kornea anlamina gelen Kerato ve Koni

anlamina gelen Konos kelimelerinin birlesimiyle olusmustur ve koni seklinde kornea
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anlamindadir. Korneada yiiksek miyopi ve irregiiler astigmatizmaya yol agarak
gorme keskinligini azaltabilen ilerleyici bir incelme ve diklesme ile sonuglanan
bilateral, asimetrik bir dejenerasyondur. Kornea santraliyle birlikte genelde alt

temporalde incelme olsa da superior lokalizasyonlar da tanimlanmustir.

Hastalik genellikle 20°li yaslarda ortaya ¢ikip 40’11 yaslara kadar progresyon
sonrasi stabil hale gelir fakat daha erken ya da daha ge¢ yaslarda da
goriilebilmektedir (22).

Geleneksel olarak noninflamatuar bir hastalik olarak tanimlansa da
inflamatuar mediyatorlerde 6nemli degisikliklerle keratokonik gozlerde bir tiir okiiler
inflamasyonun bulunduguna isaret eden ¢alismalar bildirilmistir. Genellikle izole bir

okiiler hastalik olsa da bazen baska okiiler ve sistemik hastaliklarla birlikte olabilir.

2.2.2. Epidemiyoloji

Keratokonus tanisinin retinoskopi, keratometri ve subjektif klinik bulgulara
dayandigi eski calismalar daha ziyade ileri evre keratokonus hastalarin
tanimlamaktadir. Fakat keratokonusu hastaligin yeni bagladigi asamalarda
tanilayabilmeyi saglayan yazilimlar iceren korneal topografi ve tomografi
kullanimimnin giderek yayginlagsmasi son yillarda yapilan ¢aligmalarda keratokonus

oranlarinin giderek artan sekilde bildirilmesiyle sonuglanmistir.

Epidemiyolojik ¢aligmalarda keratokonus prevalans orani 0.2 - 4 790/100 000
ve insidans orani yilda 1.5-25/100 000 arasinda degisecek sekilde onemli global
varyasyonlar gostermektedir. Caligmalar arasindaki bu degisken oranlar cografik
bolge, etnik grup, keratokonus tanimi ve tani kriterleri, yas gibi ¢alismalarin dizayni
arasindaki farkliliklara atfedilmektedir (2). Ayrica ¢aligmalarda insidans ve prevalans
oranlarin1 hesaplarken pay ve paydalar1 tamimlamak igin Kkullanilan kriterler
arasindaki farkliliklardan 6tiirii de bu ¢aligmalar arasi adil kiyaslamalar yapmak

zordur (35).
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Klinik bazli ¢alismalarda Rusya’da hastalik prevalansi 0.2-0.4/100 000 iken
(36), Suudi Arabistan’daki bir c¢alismada bu oran 4 790/100 000’¢ kadar
yiikselmektedir (37). Insidans orani ise 1.5/100 000 ile en diisiik Finlandiya’da
bildirilmisken (38) bu oran Asya ve Ortadogu iilkelerinde yapilan ¢alismalarda
20/100 000’1 gegmektedir (39,40). Fakat klinik bazli ¢aligmalar hastaneye bagvuran
hastalarin genellikle semptomatik ve saglik sistemine erigim imkani1 bulunan hastalar
olmasi nedeniyle hastaligin erken evreleri tespit edilemedigi i¢in toplumdaki ger¢ek
prevalans oranimni Ongormekte yetersiz kalmaktadir. Bu yilizden toplum temelli
epidemiyolojik ¢alismalar toplumdaki gercek insidans ve prevelans oranlarmni daha
iyi temsil etmektedir. Toplum temelli ¢aligmalara bakildiginda keratokonus
prevalanst Danimarka’da 4/100 000 kadar diisiik iken, Ortadogu’da 22/100 000’e
kadar yiikselmektedir. Insidans orami ise yine en diisiik Danimarka’da yilda
3.6/100000 olarak bildirilmisken, iran’da bu oran yilda 22.3/100000 seviyesindedir
(41, 42).

Bazi1 ¢alismalarda keratokonus erkeklerde daha yiiksek oranlarda bildirilirken,
cogu calisma da tersini ya da iki cinsiyet arasinda anlamli bir fark olmadigin

gostermistir.

2.2.3. Klinik Ozellikler, Tani ve Simiflandirma

2.2.3.1. Klinik Bulgular

Keratokonusun okiiler semptom ve bulgular1 hastalifin ciddiyetine bagh
olarak olduk¢a degiskenlik gostermektedir. Baslangic evrelerinde basit refraktif
hatalar disinda herhangi bir semptom gostermez ve bu yilizden 6zellikli testler
yapilmadik¢a hasta ve klinisyen tarafindan farkedilmeyebilir (43). Hastalikta
progresyon kendini gozliiklerle diizeltilemeyen anlamli gérme keskinligi kaybi ile
gosterir (34). Bu sebeple Klinisyenler artmis kurala aykiri astigmatizma varliginda
gorme keskinligini arttirmada zorluk yasadiklarinda keratokonustan siiphelenmelidir
(13).
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Retinoskopi esnasinda irregiiler astigmatizmay1 isaret eden makaslama reflesi
goriilebilir. Dilate pupillada retroilliminasyon ile bakildiginda korneanin
midperiferinde koni bolgesinde koyu yuvarlak bir gblge goriintiisii olan Charlouex

yag damlacigi (oil drop) gortlebilir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Charlouex yag damlacigi goriintiisii (44).

Korneada demir depozitlerinin olusturdugu sari-kahverengi sirkiiler bir
hemosiderin arki olan Fleischer halkasi da ileri keratokonus bulgularindandir. En iyi

kobalt mavi 151k altinda gozlemlenir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Kobalt mavi aydinlatma altinda Fleischer halkasi (44).
Descemet membraninin kompresyonuna bagli olarak posterior stromada

ortayan ¢ikan kornea iizerine dijital bir basing uygulandiginda kaybolan vertikal

cizgilenmelere Vogt strialari adi verilir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Vogt strialar1 (44).

Biyomikroskopik muayenede stromal incelme goriilebilir. Korneal sinirlerde
belirginlesme ve yiizeyel-derin korneal opasiteler de yaygin bulgulardandir.
Epitelyal veya subepitelyal korneal apikal skar da daha geng yasta tani alan, 55
D’den yiiksek korneal kurvatiire sahip korneasi olan ve kontakt lens kullanan
hastalarda daha siklikla goriilen keratokonusun karakteristik bir bulgusudur (Sekil
2.5).

Sekil 2.5. Apikal korneal skar (45).

Ileri olgularda asagi bakista alt gdz kapaklarinda V seklinde deformite
(Munson’s sign) goriilebilir (Sekil 2.6a).
Slit 15181 temporalden tutuldugunda nazal bolgede 15181in parlak bir refle seklinde

toplanmasina Rizzuti bulgusu adi verilir ve ileri evrelerde gozlenir (Sekil 2.6b).
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Sekil 2.6a. Munson Belirtisi 2.6b. Rizutti isareti (45).

Descemet membraninda catlaklar sonucunda ani gérme kaybi ve agr ile

sonuglanan akut stromal 6dem tablosu hidrops olarak bilinir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Akut hidrops (45).

2.2.3.2. Korneal Goriintiileme

Keratoskopi ve Fotokeratoskopi

Keratoskopi modern korneal topografinin onciisiidiir. Plasido diski denilen
ortasinda gozlem deligi olan bir aletteki 9 adet parlak halkanin 6n kornea yiizeyinden
yansimasi klinisyen tarafindan incelenerek irregiiler astigmatizma veya keratokonus
acisindan degerlendirilir. Fotokeratoskopide farkli olarak plasido diski arkadan
aydinlatilir ve gézlem deligi yerine mevcut olan kamera ile yansiyan halka deseni

fotograflanir.
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Normal sferik bir korneada halkalar daireseldir. Keratokonusta ise halkalar
diizensiz ve koni bolgesinde daha sikisiktir. Hafif keratokonusu ve santral

keratokonusu asimetrik goriintii olusmadigi i¢in ayirt etmek zordur.
Bu yontemler yerlerini ayni prensiple calisalarak halkalarin goriintiilerini

bilgisayar yardimiyla isleyerek harita ve indeksler sunan modern topografi

cihazlarina birakmustir (46).

Korneal Histerezis

Okiiler Cevap Analizorii (Ocular Response Analyzer) cihazi ile korneay1 hava
akimi ile iceri ve disar1 dogru hareket ettirdikten sonra kornea ige egilirken ve
normale donerken iki noktada aplanasyon basinci 6l¢iiliir ve bu iki basing arasindaki
fark korneal histerezis olarak adlandirilir. Keratokonuslu kornealarda normal

kornealara gore daha diisiik degerler gozlenir (46).

Konfokal Mikroskopi

Keratokonusta konfokal mikroskopide stromal incelme, yiizeyel epitel
hiicrelerinde uzama ve dokiilme, kanat hiicreler ve bazal epitel hiicrelerinde biiyiime,
subbazal sinir liflerinde kalinlasma, artmis stromal bulaniklik, keratositler ve
niikleuslarinda yapisal anormallikler, stromada z seklnde kivrimlar, endotelde
pleomorfizm gibi bulgular goriilebilir fakat ¢ogu keratokonusa 6zgii olmayip diger
korneal bozukluklarda da goriilebilir (46).

Spekiiler Mikroskopi

Keratokonusta spekiiler mikroskopide endotel hiicre morfolojisinde artmis
polimegatizm ve pleomorfizm goriiliirken hekzagonal hiicreler 6nemli oOlglide

azalmustir (46).
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Korneal Topografi ve Tomografi

Giiniimiizde keratokonus tani ve takibinde altin standart goriintiilemelerdir.
Placido disk temelli topografi cihazlari korneanin yalnizca ©n yiizeyinin
degerlendirilmesini saglar bu da ektatik kornea hastaliklarinda 6nemli olan arka

yiizey degerlendirilmesinde yetersiz kalmalarina neden olur.

Placido disk disinda PAR kornea topografi sistemi denilen kornea yiizeyine
yansitilan bir 1zgaray1 analiz ederek topografik harita tireten bir sistem ve ¢ok sayida
renkli noktanin spekiiler yansimalarinin rekonstriiksiyonuyla kornea seklini analiz
eden ve 2. purkinje goriintiilemesiyle arka yiizeyin de degerlendirilmesini saglayan

renkli LED kornea topografi sistemleri de mevcuttur.

Korneal tomografi cihazlar ise farkli olarak 6n ve arka yiizey elevasyonlarini
saptar ve pakimetri haritalar1 sunarak lokal incelme ve diklesme ile giden ektatik

durumlarin tespitini kolaylastirirlar.

Korneal tomografi goriintiileri giiniimiizde tarayici slit cihazlari, Scheimpflug
kamerali cihazlar ve optik koherens tomografi temelli cihazlar ile elde edilir.
Tarayicr slit prensibiyle ¢alisgan Orbscan cihazinda 20 nazal 20 temporal yariktan her
birinde 240 noktay1 degerlendirmek igin kornea iizerine yansitilan 1smlar on-arka

kornea egriligini ve pakimetriyi analiz etmek i¢in kullanilir.

Scheimpflug kamera ile galisan cihazlarda (Pentacam, Sirius, Galilei) dénen
bir kamera sistemi bulunur ve bu sistemler optik eksen boyunca 1s1gmn dagilimini
6lgme kabiliyeti ile kornea 6n yiizeyinden lens arka yiiziine kadar tim 6n segmenti
degerlendirerek keratometri degerleri ve gii¢ haritalari, pakimetri indeksleri ve
haritalar1, elevasyon haritalari, korneal aberrasyonlar, pupil ¢ap1, 6n kamara analizi
gibi veriler ile birlikte kendi i¢lerinde keratokonus/ektazi riskini tespit etmeyi ve tani

koymay1 kolaylastiran yazilimsal indeksler saglarlar.

OKT sistemleri ise interferometre yardimiyla geri yansitilan 15181n eko zaman
gecikmesinin dl¢iimlerini analiz eder ve kornea, 6n kamara ve iridokorneal aginin

goriintiilenmesine izin verirler. Baz1 platformlarda OKT goriintiileri Placido disk
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topografisiyle birlestirilerek 3 boyutlu kornea analizi yapilabilmektedir. Scheimpflug
cihazlarinin aksine daha kaliteli ve yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiiler elde edilebilir.
Kornea epitelinin goriintiillenmesine ve kalinlik tayinine imkan vererek keratokonus
gibi lokal incelme ile seyreden durumlarin takip ve tanisina katkida bulunmaktadirlar
47).

2.2.3.3. Tan1 ve Siniflandirma

Normal bir kornea topografik acidan genis bir yelpazeye sahiptir. Giig
haritasinda goriilen patern siklikla birbirine esit boyutta ve simetrik iki lobdan olusan
simetrik papyon (SB) seklidir. Loblar ayn1 hizada ve aralarindaki aci1 21°’nin altinda
olmalidir. Cogunlukla vertikal meridyenin horizontalden daha dik oldugu kurala

uygun astigmatizma seklinde goriiliir.

Normal bireylerde her iki korneanin topografisi birbirinin ayna goriintiisii
seklindedir ve bu enantiomorfizm fenomeni olarak adlandirilir. Keratokonus
hastalarinda bu fenomen gozlenmez. Keratokonus hastaligi koni morfolojisi ve

topografik gii¢ haritalarindaki paternlere gore siniflandirilabilir.

Koni Morfolojisine Gore Siniflandirma

Sivri(nipple) koni: Daha ¢ok inferonazal yerlesimli 5Smm’den kii¢iik dik konilerdir,
santral ya da parasantral olabilir.
Oval koni: 5-6 mm elipsoid yapida inferotemporal yerlesimli konilerdir

Globus Koni: 6mm’den biiyiik, korneanin %75’ inden fazlasini igeren konilerdir.
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Topografik Paternler

Gii¢ Haritalarinda Goriilen Paternler

Bu paternlerden bazilari normal kabul edilebilirken bazilar1 ektazi lehine

yorumlanir (Sekil 8).

© o k~ w N oE

10.

11.

12.

13.

Yuvarlak: Korneanin en dik kismi1 genellikle desantralize ve yuvarlaktir.

Oval: Korneanin en dik kismi santraldedir ve ovaldir.

Superior Dik (SS): En dik kisim kornea apeksinin iist kisminda lokalizedir.
Inferior Dik (IS): En dik kisim kornea apeksinin alt kismina lokalizedir.
Diizensiz: Dik alanlar 6zel bir sekil gostermez

Simetrik Papyon (SB): Bazi durumlarda keratokonus hastalarinda da
goriilebilir.

Simetrik Papyon/Egik En Dik Radyal Eksen Indeksi (SB/SRAX): Loblar
simetriktir fakat aralarinda acilanma vardir, bu ag¢1 21°’nin iizerinde ise
keratokonus ag¢isindan risklidir.

Asimetrik Papyon/Inferior Dik (AB/IS): Asimetrik loblardan inferiordaki
daha diktir. Santral 4 mm hayali halka tizerinde karsilikli iki noktadan
inferiordaki deger superiordan 1.5 D’den fazla ise keratokonus agisindan
risklidir.

Asimetrik Papyon/Superior Dik (AB/SS): Asimetrik loblardan superiordaki
daha diktir. Santral 4 mm hayali halka {izerindeki karsilikli iki noktadan
superiordaki deger inferiordan 2.5 D’den fazla ise keratokonus agisindan
risklidir.

Asimetrik Papyon/Egik En Dik Radyal Eksen indeksi (AB/SRAX):
Asimetrik loblart mevcuttur ve aralarinda agilanma vardir. Ag¢t 21°’in
tizerinde ise keratokonus ac¢isindan risklidir.

Kavsak Paterni: Iki lobun ardarda baglandig1 dairesel bir sekildir. Siipheli bir
paterndir.

Kelebek Paterni: Horizontal papyonun loblar1 asagi dogru kelebek kanatlar
benzeri sekilde agilanmistir. Ektazi i¢in yiiksek risklidir.

Pence Paterni: Opiisen kuslar olarak da adlandirilan bu patern kelebek
paterninin loblar1 asagida birlesmis seklidir. Pelliisid Marjinal Dejenerasyon

veya pelliisid benzeri keratokonusta goriiliir.
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14. Vertikal D paterni: Koninin vertikal olarak dik sekilde parasantralde
bulunmasidir. Ektazi i¢in yiiksek risklidir.

e

Simetrik papyon, kurala Simetrik papyon, kurala Slmemk papyvn oblik
uygun astismatizma aykan astigmatizma
i papyon, ezi Asimetrik papyon, Asimetrik papyon, 5 Superio r‘viinh-w‘ r
smr;&wl aks>:2!’k inferior dik siiperior dik radyal aks>22 dik
Vavariah Oal Sagenor ak Inferior dik
Damncy
Penge, opiigen kuglar

Sekil 2.8. Gii¢ haritalarinda goriilen topografik paternlerin sematize edilmis goriintiileri

Elevasyon Haritalarinda Gériilen Paternler

Kurala uygun astigmatizmaya sahip normal bir korneanin paterni simetrik
kum saati seklindedir. Normal olmayan paternler ise egik veya diizensiz kum saati,

dil seklinde uzanti1 veya izole adadir.

Keratokonusta korneanin en yiiksek noktasi koninin tepe bdlgesi olup

elevasyon haritasinda santral ada ile karakterizedir. Best Fitted Sphere (BFS)
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modunda koni merkezi 3 mm igindeyse santral, 3-5 mm arasinda parasantral, 5

mm’nin disinda ise periferik olarak adlandirilir.

Pakimetri Haritalarina Gore Paternler

Normal kornea sekli kalinlik haritasinda simetrik ve konsantriktir.
Keratokonusta kalinlik haritas1 konik veya kubbe benzeri (dome-like) sekildedir. Can
sekli de goriilebilmekle birlikte daha siklikla Pelliisid Marjinal Dejenerasyon
(PMD)’da rastlanmaktadir.

Pakimetri haritalarinda kubbe benzeri sekil varligi, en ince kornea kalinligi
(EIKK)’nm 470 um’nin altinda olmasi, apeks kalinhig: ile EIKK farkinin 10 pm
iizerinde olmasi, iki goz arasinda EIKK 30 pm’den fazla farkli olmasi, santral 5
mm’de S-I farkinin 30 pm’den fazla olmasi keratokonus tanisi ic¢in kuvvetli

belirteclerdir.

Topografik Kriterlerin Ozeti

Asagidaki kriterlerden birden fazlasi ile birlikte yukarida sayilan topografik

paternlerden herhangi biri mevcut ise keratokonus tanisi konulabilir.

Gii¢ Haritalarinda

Dik K>48D
SRAX > 21 derece
Santral 5 mm S-I farki> 15D

Korneal Astigmatizma > 6 D

o~ w D

Kurala aykir1 astigmatizma varligi
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Elevasyon Haritalarinda

1. izole ada veya dil benzeri uzanim
2. On elevasyon haritasinda santral Smm’de elevasyon degerinin > 12 um olmasi

3. Arka elevasyon haritasinda santral Smm’de elevasyon degerinin > 15 pm olmasi

Pakimetri Haritalarinda

Kubbe benzeri sekil

Santral 5 mm’de S-I farki > 30 um
EIKK <470 um

Apeks Kalinligi-EIKK farki > 10 pm
iki g6z aras1 EIKK farki > 30 pm

o~ w DB

Pentacam, Sirius ve Galilei cihazlarinda bunlara ilave olarak keratokonus tanisini
kolaylastirmak i¢in yazilimsal bazi kendilerine 06zgli ylizey indeksleri de

bulunmaktadir.

Siniflandirma Sistemleri

Amsler Krumeich Siniflandirma Sistemi

En eski ve yillardir en yaygin kullanilan sistem olmakla beraber korneanin sadece
on yliziinli degerlendirdigi ve elevasyon degerleri hakkinda bilgi igermemesi

nedeniyle son yillarda popiilerligini yitirmistir.

Evre 1- Korneada eksantrik diklesme
Indiiklenmis miyopi ve/veya astigmatizma > 5 D
Ortalama K degeri <48 D
Vogt’s stria, tipik topografi

Evre 2- Indiiklenmis miyopi ve/veya astigmatizma > 5D, <8 D
Ortalama K degeri <53 D
EIKK > 400 um
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Evre 3- Indiiklenmis miyopi ve/veya astigmatizma > 8 D
Ortalama K degeri > 53 D
EIKK 200-400 um
Evre 4- Refraksiyon ol¢iilemiyor
Ortalama K degeri > 55 D
Santral korneal skar varligi
EIKK <200 pm

Alio-Shabayek Siniflandirma Sistemi

Amsler Krumeich smiflandirmasina yiiksek sirali koma aberasyonun da
eklenmesiyle modifiye edilerek olusturulmustur.

Evre 1- Ortalama K degeri <48 D
Koma Aberasyon: 1.5-2.5 pm
Korneal skar yok

Evre 2- Ortalama K degeri 48 D < K <53 D
Koma Aberasyon: >2.5 pm, < 3.5 um
Korneal skar yok
EIKK > 400 um

Evre 3- Ortalama K degeri 53 D<K <55D
Koma Aberasyon: >3.5 um, <4.5 um
Korneal skar yok
EIKK 300-400 um

Evre 4- Ortalama K degeri > 55D
Koma Aberasyon: > 4.5 ym
Santralde korneal skar var
EIKK <200 pm

Belin ABCD Siwniflandirma Sistemi

Korneanin 6n yiizii ile birlkikte arka yiiz giic degerlerini de inceleyen daha

giincel bir sistemdir. Apikal 6l¢timler yerine en ince bolgenin arka ve 6n egrilik
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Ol¢timlerini icerdigi i¢in anatomik degisliklikleri daha iyi yansitir. Arka yiiz ve
kalinlik bilgilerini de igerdigi i¢in progresyonun belirlenmesinde de Onemlidir.

Evrelemeyi dort parametre lizerinden yapar.

A (Anterior Radius of Curvature): Santral 3mm alanda en ince noktanin 6n
kurvatiir egriligi

B (Posterior Radius of Curvature): Santral 3mm alanda en ince noktanin arka
kurvatiir egriligi

C (Corneal Thickness): En ince kornea kalinlig

D (Distance Best Corrected Visual Acuity): En iyi diizeltilmis gérme keskinligi
Bunlara ilave olarak skar mevcudiyeti ve yogunlugu da degerlendirilir.

Siniflandirmanin detaylar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Belin ABCD Siniflandirmasi.

ABCD

evreleme A B C D SKAR*
Evre 0 > 7.25 mm (<46.5 D) >5.90 mm (< 57.25 D) >490 um | >20/20 -

Evre 1 > 7.05 mm (<48 D) > 5,70 mm (< 59.25 D) >450 um | < 20/20 -, +, ++
Evre 2 > 6.35 mm (<53 D) > 5,15 mm (< 65.5 D) > 400 pm < 20/40 -+, ++
Evre 3 > 6.15 mm (<55 D) > 4,95 mm (< 68.5 D) > 300 pm <20/100 |-, +, ++
Evre 4 <6.15 mm (>55 D) < 4.95 mm (> 68.5 D) <300 um <20/400 |-, +, ++

(*: skar yok ise -, var ancak iris detaylari segilebiliyor ise +, iris detaylari segilemiyor ise ++)

Subklinik ve Forme Fruste Keratokonus

Forme fruste keratokonus bir goziinde keratokonus tanist bulunan hastanin
diger goziinde muayene bulgulart normal iken topografide keratokonus siipheli

bulunmasi durumudur.
Subklinik keratokonus ise bir veya iki gozde kornea topografisinde
keratokonus tanisi konulamayacak diizeyde keratokonus iliskili bulgularin

mevcudiyetidir.

Bu tanimlamalar iizerinde literatiirde fikir birligi yoktur (48).
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2.2.3.4. Aymric1 Tam

Pelliisid Marjinal Dejenerasyon

PMD kornea periferinin genellikle alt kadranlarinda kresentik goriiniimde
incelmesiyle karakterize nadir idiyopatik bir hastaliktir. Kesin etiyolojisi belirsizdir
(49). Keratokonus ve keratoglobuslu goézlerle birlikteligi de bazi galismalarda
bildirilmisgtir (50-52).

Insidans1 ve prevalansi iizerine giiniimiizde biyoistatistik calismalar olmasa da
genel kant PMD’nin keratokonustan daha nadir bir durum oldugu fakat
keratoglobustan veya posterior keratokonustan daha sik goriildiigii yoniindedir (53).
Klasik olarak 20-50 yas araliginda tani alan yavas ilerleyen bir hastaliktir (54).
Mevcut literatiirde biitiin etnik gruplari etkiledigi ve cografik predispozisyon
gostermedigi iddia edilmektedir (49). Bilateral bir durum oldugu kabul edilmesine
karsin tek tarafli vakalar da bildirilmistir. Hastalik en ¢ok inferior korneay: tutsa da
superior, nazal ve temporal kadranlari da icerebildigi gosterilmistir. Tipik olarak saat
4-8 kadranlar: arasinda uzanan 1-2 mm’lik dar, bant seklinde bir korneal incelme ile
karakterizedir. Limbus ve incelme alan1 arasinda 1-2 mm’lik bir bolge
etkilenmemistir. Protriizyon ¢ogunlukla incelme alaninin hemen iizerindedir. Santral

korneal kalinlik genellikle normaldir.

Hastalar siklikla yiiksek dereceli kurala aykir1 astigmatizmanin sonucu olarak son
zamanlarda ilerleyici gorme kaybi ya da uzun siiredir devam eden diisiik gérme
keskinligi sikayetleri ile gelirler. Akut hidrops gelismesine bagl olarak ani gorme
kaybi, fotofobi, agr1 gibi sikayetler de s6z konusu olabilir. Fleischer halkasi, munson
ya da rizutti belirtileri izlenmez. Inferior limbusta korneaya basing uygulaninca
kaybolan descemet katlantilar1 gelisebilir. Slit lamba muayenesi ile incelme alani

goriilebilir.

Topografik incelemelerde midperifere uzanan inferior periferal inferior oblik
korneal meridyenlerdeki diklesmeye bagli olarak pence paterni, kelebek paterni,
Oplisen kuslar paterni olarak adlandirilan goriintimler gosterilebilir. Fakat bu bulgular

diagnostik olmayip keratokonusta da goriilebilir. Bu yiizden giivenilir tami igin
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topografi ile birlikte slit lamba bulgularinin ve pakimetri haritalarinin da
degerlendirilmesi gerektigi onerilmektedir (49).

Keratoglobus

Keratoglobus korneal incelme, protriizyon ve skarlasmayla karakterize
noninflamatuar korneal ektaziler grubunun daha nadir bir alt kiimesini olusturur. Asil
sebebi biiyiilk oranda bilinmemektedir ve keratokonus gibi diger ektazilerle
benzerliklerine dayanarak ¢esitli teoriler ortaya siiriilmistiir. Bu benzerlikler bu
gruptaki hastaliklarin ayr1 klinik bozukluklar m1 yoksa benzer hastalik siirecinin bir

spektrumu mu oldugu yoniinde kafa karisiklig1 yaratmaktadir.

Onceleri dogumdan itibaren var olan konjenital bir bozukluk olarak
degerlendirilmekteydi. Fakat son yillarda keratoglobusun kazanilmis formlar

olduguna dair yaymlar da bildirilmistir. Konjenital formu daima bilateraldir.

Hastaligin genetigi detayli calisilmamistir ve kesin bir kaliim paterni
tanimlanmamustir. Ehlers-Danlos sendromu, marfan sendromu gibi bag doku
hastaliklariyla iligkisi vardir. Kazanilmisg formlarinin ise vernal konjonktivit, kronik
marjinal blefarit, idiyopatik orbital inflamasyon ve distiroid goz hastaligi ile iligkisi

tanimlanmustir (55). Keratokonus ve PMD ile birlikteligi de gosterilmistir(52, 56).

Keratoglobus korneanin limbustan limbusa diffiiz incelme ile iliskili olarak
kiiresel protriizyonu ile karakterizedir. Incelme yaygin olarak periferde maksimaldir
ve normal korneal kalinliginin beste birine kadar ulagabilir. Kornea ¢ap1 normaldir
bu da buftalmus gibi durumlardan ayirmak igin O6nemli bir kriterdir. Hastalar
genellikle hidrops ve skar ya da perforasyon olmadigi miiddetce seffaf kornea ile
basvururlar. Vogt strialar1 ve fleischer halkasi gibi bulgular gériilmez. incelme ve
diklesmeye bagli olarak yiiksek miyopi ve irregliler astigmatizma gelismesinin
sonucu olarak hastalarda gorme zayiftir ve refraktif diizeltme ile tedavi edilemez.
Gorme azhigr disinda hastalar genellikle asemptomatiktir. Karakteristik klinik
bulgular1 nedeniyle keratoglobus tanisi aslinda Kliniktir. Daha hafif seyirli vakalarda

diger ektatik durumlardan ayima konusunda karisikliklar olabilir. Topografide diffiiz
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incelme, On ve arka korneal kurvatiirde jeneralize diklesme ve irregiiler astigmatizma

goriilebilir.

Keratokonustan ve PMD’den basvuru yasi ve klinik bulgular ile ayrilabilir.
Keratoglobus genellikle dogustan mevcut olup minimal progresyon gosteren ya da
progresyon gostermeyen bir durumken keratokonus genellikle puberte ve sonrasinda
tan1 alarak 40’11 yaslara kadar progrese olan bir hastaliktir. Keratokonusta incelme
genellikle alt parasantralde ve apekste maksimal derecededir ve protriizyon koni
seklindedir (55).

Iyatrojenik Keratokonus

Iyatrojenik korneal ektazi olarak da tanmimlanan bu durum refraktif cerrahinin
insidans1 %0.2-0.66 arasinda olan nadir bir komplikasyonudur (57, 58). Ablasyon ve
flep yaratilmast sonucu olusan korneal incelmenin korneada biyomekanik
dejenerasyon nedeniyle zayifliga yol agmasi sonucu olustugu diistintilmektedir (59).
Sonugta ¢ok ince bir stromal yatak ve miyopik sift ile beraber progresif diklesme,

irregiiler astigmatizma ve azalmis gorme keskinligi ortaya ¢ikar (57).

Iyatrojenik ektazi icin ana risk faktorii AB/IS veya AB/SRAX gibi preoperatif
irregiiler topografi paternleridir. 250 um’den ince stromal yatak birakilmasi, yiiksek
miyopi, erken yasta operasyon ve derin ablasyon da ilave risk faktorleridir (60).
Cerrahi oncesi tan1 konulmamis subklinik keratokonus, PMD gibi durumlar da
iyatrojenik keratektazi nedenidir. Preoperatif dikkatli bir topografik inceleme ve
perioperatif pakimetrik Olgiimlerle rezidiiel kornea kalinliginin iyi kontroliiyle

onlenebilir (61).

Posterior Keratokonus

Korneanin arka yiizeyinde artmig kurvatiir ile karakterize tipik olarak progresif
olmayan ve non inflamatuar nadir bir ektazik bozukluktur (62). Biitiin arka korneanin

etkilendigi haliyle keratokonus posticus generalis; anormallik lokalize bir alanda
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oldugunda keratokonus posticus circumscriptus olarak iki alt tipte tanimlanmistir
(63). Lokalize formu topografi bulgularina gore santral/parasantral tutulum ve
periferal tutulum olarak simiflandirilmistir (64). Hastalik ¢ok nadir goriildigi i¢in
prevalansi bilinmemektedir ve vaka raporlar1 ve kiigiik vaka serileri disinda
literatiirdeki bilgi smirlidir. Siklikla konjenital, tek tarafli ve sporadiktir fakat

kazanilmis, bilateral ve ailesel vakalar da bildirilmistir(62).

Lokalize posterior keratokonusta en dikkate deger biyomikroskopik bulgu
vakalarin neredeyse hepsinde mevcut olan korneal stromal opasitedir. Korneal
incelme ve posterior depresyon da muayenede goriilebilir ve arka kornea yiizeyinde
pigment depozitleri izlenebilir. Bulgular retroilliiminasyon ile daha iyi goriilebilir.
Jeneralize formu tanimak ise daha zordur. Pakimetri korneal incelmenin derecesini
belirlemekte kullanighidir. Her iki tipte de anterior kornea normaldir asikar diklesme
veya irregiilerite goriilmez. Ultrason biyomikroskopi ve 6n segment OKT gibi
goriintiilemelerle arka yiizeydeki ¢ukurlagsma, stromal incelme ve stromal

opasifikasyona bagli artmis reflektivite goriilerek klinik tani teyit edilebilir(62).

Psodokeratokonus

Keratokonik olmayan gozlerde korneal topografi ve tomografilerde fokal
diklesme, artmis ya da diizensiz astigmatizma, anormal olarak artmis 6n ya da arka
elevasyon gibi parametreler ektatik patern gosterebilir. Yalanci keratokonus tanisina
yol agan bu psddokeratokonus tablosuna dl¢lim esnasinda zayif fiksasyon, gozyasi
filmi instabilitesine yol agan okiiler rozasea gibi durumlar, korneal seffafligin kaybi
ve santralize durmayan sert kontakt lens kullananlarda goriilen warpage sendromu
yol agabilir (65).

Keratokonusun diger klinik bulgulari ve korneal incelme goriilmez (66).
Psodokeratokonusu keratokonus ve subklinik keratokonustan ayirt etmek igin
korneal epiteli goriintiileyen 6n segment OKT kullanilabilir. Keratokonusta ©6n
segment OKT’de goriilen koni iizerindeki epitelyal incelme alanini ¢evreleyen donut

sekli olarak adlandirilmig kalinlagmis epitel halkasi bu hastalarda goriilmez (67).
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2.2.4. Histopatogenez

Korneal stromada incelme, bowman tabakasinda kirilma ve bazal epitel
tabakalarinda demir birikimi triadi keratokonusta bulunan klasik histopatolojik
Ozelliklerdir (13). Hastaligin evresine gore korneanin her tabakasi ve dokusu

patolojik siirece dahil olabilir.

2.2.4.1. Bowman Membram ve Epitel

Keratokonusta epitelyal incelme bildirilmis ve hastaligin ciddiyetini belirleyen
siiflamalarda bir kriter olarak degerlendirilmektedir (68). Bazi1 yaymlarda hastaligin
progresyonu ile kornea epitel kalinliginin azaldigi 6ne siiriiliirken bazilarinda ise
epitelyal kalinlagsma bildirilmistir (69). Ek olarak bazi alanlarda incelme mevcutken
bazi alanlarda kalinlasma olmasi suretiyle keratokonusa spesifik bir patern

olustugunu diistinenler de vardir (70).

Bowman membram da keratokonusta degisiklige ugrar. Ilk olarak derin
tabakalardaki kollajenéz proliferasyonla iligkili olarak siklikla kirilmalar
bildirilmistir. Ikinci olaran normalde aseliiler olan bowman tabakasinin epitelyumun

hiicresel elemanlari ile infiltre oldugu gosterilmistir (71).
Mevcut literatiirde epitelin 6nemli 6lglide etkilendigi kabul edilmektedir fakat

morfolojik degisiklikler hastaligin evresi, géz ovusturma aligkanliklar1 ve kontakt

lens kullanimi gibi tabloyu komplike hale getiren durumlara bagh degisebilir (72).

Keratokonus Epitelinde Koni ve Perifer Aras1 Farkliliklar

Cok sayida c¢alismada stromal degisikliklerin 6n planda olmasi nedeniyle
keratokonusta korneal disfonksiyonun primer olarak anormal stromal metabolizmaya
bagli oldugu diistiniilmesine karsin son yillarda yapilan arastirmalarda epitel
tabakasindaki anormalliklerin proteolitik enzimlerin salinmasiyla stromal kollajen ve

matriks komponentlerin degradasyonuna neden oldugu da gosterilmistir. in vivo

30



caligmalarda epitel tabakasinin da hastaligin siddetiyle orantili olarak etkilendigi
tespit edilmistir. Keratokonusta kornea epitelinde Wnt/beta-catenin yolaginda
defektler; alfa enolaz seviyelerinde azalma; MMP-9, IL-6 ve LOX gibi proteolitik
enzimlerde hastaligin siddeti ile iliskili degisiklikler; hedgehog ve notch yolaklarinda
bozukluklar gosteren proteomik c¢aligsmalar yayinlanmistir (4, 14-16). Fakat
keratokonusta patolojik degisikliklerin topografik deformasyonun gorildigi lokalize
koni bdlgesinde kisitlh durumda mi oldugu yoksa topografik olarak normal
goriiniimde olan periferi de kapsayacak sekilde yaygin bir patolojik degisiklik
durumunun mu sdzkonusu oldugu hala bilinmemektedir (110). Bu dogrultuda koni
bolgesini ve periferik korneal epiteli kiyaslayan calisma sayisi literatiirde hala
olduk¢a kisith durumdadir. Yapilan kisitli sayida c¢alisma ise iki bdlgenin de
hastaliga katkida bulunan farkli degisikliklerden etkilendigini 6ne stirmektedir (4, 5,
17, 18).

2.2.4.2. Korneal Sinirler

Korneal sinirlerde belirginlesme keratokonusun iyi bilinen bir klinik 6zelligidir.
Bu korneal incelme ve artmis goriiniirliigiin sonucu olarak kabul edilir (73). Ek
olarak ektazik alanda subbazal sinir pleksus yogunlugunda azalma ile birlikte artmis

tortuozite ve helezonlasma gibi morfolojik degisiklikler de bildirilmistir (74).

2.2.4.3. Stroma

Korneal kalinligin %80’ini olusturan stroma keratokonusta son derece
degismistir. Oncelikle kollajendz lamellalar ve keratositler sayica azalir. Muhtemelen
protriizyonun bir sonucu olarak lamellalarin morfolojisi daha genis ve daha diiz hale
gelerek degisiklige ugrar. Stromada non-keratositik hiicreler goriiliir (75). Bunlar
olasilikla 10kosittir ve katabolik enzimler salarak kollajen6z matriksin

degradasyonunda rolleri olabilir (72).
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2.2.4.4 Descemet Membram ve Endotel

Keratokonusta tipik olarak descemet membrani etkilenmez. Fakat endotelyal
pleomorfizm ve polimegatizm ile birlikte descemet katlantilar1 yaklasik %8 hastada
tanimlanmistir  (76). Akut hidrops gelisen hastalarda descemet membraninda

kirilmalar gozlenir (77).

2.2.5. Etiyopatogenez

2.2.5.1. Cevresel Faktorler

Yas

Keratokonusun ortaya cikist gen¢ yaslarda 6zellikle 20°li yaslarda olmaktadir. 4
yas kadar erken tani konulan pediatrik vakalar da bildirilmistir. Daha geng¢ yas
genellikle daha agresif, hizli ilerleyen ve cerrahiye gitme riski yliksek hastalik
tablosu ile iliskilidir. Hastalik baglangic1 genellikle asemptomatik oldugu igin
literatiirde bildirilen tan1 alma yasinin hastaligin ortaya ¢iktig1 yastan daha yiiksek
oldugu diisiincesi mantiklidir. Geng nesillerdeki yiiksek prevalans daha iyi diagnostik

teknikler ve yiiksek atopi insidansi ile iligkili de olabilir (72).

Cinsiyet

Yapilan caligmalarda cinsiyet iligkili sonucglar degisiklik gostermektedir.
Erkeklerde daha fazla oldugunu gosteren g¢alismalar oldugu gibi kadin cinsiyette

fazla goriildiigiinii bildiren ¢alismalar da mevcuttur (72).

Goz ovalama

Bu davranis uzun siiredir keratokonus gelisimi ve progresyonunda bir risk

faktorii olarak kabul edilmektedir. Keratokonus hastalariin yaklasik %50’sinde g6z
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ovma davranist bulundugu 6ngoriilmiistiir. Fakat g6z ovma davranisinin keratokonus
icin primer sebep olan faktorlerden mi oldugu yoksa atopi ve kasintinin sekonder

sonucu mu olduguna hitkkmetmek zordur (72).

Kontakt lens kullanimi

Kontakt lensler keratokonus hastalar1 tarafindan gérme keskinligini arttirmak
amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Lensin kornea yiizeyinde hareketine bagli olusan
stirtinmenin keratokonus gelismine katkida bulunabilecegi One siiriilmiistiir fakat
direkt kanit gosterilememistir. Indirekt deliller kronik lens kullaniminin
proinflamatuar  sitokinleri  indiikleyerek  keratosit  apoptozisine  katkida

bulunabilecegini 6ne siirmektedir (72).

Atopi

Atopi; ckzama, astim ve allerji gibi farkli hastaliklar1 kapsayan bir klinik
terimdir. Keratokonuslu atopik hastalar genellikle gen¢ hastalardir. Bu da atopinin
hastaligin gidisatini hizlandirdigin1  diistindiirmektedir. Ek olarak atopi ile goz
kasima/ovalama davranisi arasinda giiglii bir iliski mevcuttur ki bu da hastaligin
gelisim ve progresyonunda anahtar faktorlerdendir. Keratokonuslu hastalarin

yaklasik ticte biri alerjiktir (72).

Ultraviyole (UV) maruziyeti

Keratokonusun prevalansinin ekvatora yakin iliman iklimlerde daha yiiksek
olmasi keratokonus gelisim ve progresyonunda UV radyasyonun bir risk faktorii
olabilecegi hipotezini dogurmustur. Hayvanlar lizerinde yapilan g¢alismalarda UV
maruziyetinin keratosit apoptozisi ve stromal incelme ile iliskili oldugu gosterilmis
olsa da keratokonus bulgusu bildirilmemistir. Dahast UV korneal kollajen capraz
baglama tedavisi keratokonusta uygulanan altin standart tedavidir bu da UV’nin
etiyolojide yer almasinin pek miimkiin olmadiginmi diisiindiirmektedir. Ek olarak ayn1

bolgede yasayan farkli etnik kokenden bireyler arasindaki keratokonus oranlar
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arasindaki farkliliklar da UV hipotezi ile agiklanamamaktadir. Bu yiizden UV ve
keratokonus arasindaki sebep sonug iligkisini agiklamak i¢in daha ileri ¢alismalara

ihtiya¢ vardir (72).

Gebelik

Keratokonusun gebelik siiresince progrese oldugunu gosteren caligmalar mevcuttur

(72).

2.2.5.2. Heredite

Down sendromu, Leber’in konjenital amarozisi, Ehlers-Danlos sendromu,
Noonan sendromu gibi diger genetik sendromlarla iligkisi ve birinci derece
akrabalardaki artmis prevalansi, monozigot ikizlerde ortaya ¢ikmasi gibi sebeplerle

keratokonusun genetik bir komponenti oldugu disiiniilmektedir (2).

Ikiz bireyler iizerinde yapilan ¢aligmalar keratokonus patogenezinde genetigin
roliinii teyit etmektedir. 15 monozigotik ve 5 dizigotik ikiz iizerinde yapilan bir
calismada biitlin monozigot ikizlerde ve dizigotik ikizlerden 4’tinde keratokonus
konkordanst bulunmustur. Monozigotik ikizlerde hastaligin ciddiyeti de konkordans

gostermektedir (78)

Keratokonus prevalans1 genel popiilasyon ile karsilastirildiginda keratokonus
hastalarinin akrabalarinda ¢ok daha yiiksektir. Calisilan popiilasyon, tan1 kriterleri ve
keratokonus stiphesinin dahil edilip edilmedigine bagli olarak; yapilan ¢alismalarda
keratokonus hastalarinin akrabalarinda hastalik prevalansi %3.34 ve %25.3 arasinda
degigsmektedir. Bu da genel olarak bildirilen 1/2 000 prevalansin yaklasik 67-506 kat
fazlasidir. Cogu vakada hastalarin akrabalar1 tarandiginda daha oOnceden tam
konulmamis bireylere keratokonus ya da keratokonus siiphesi tanisi konulmaktadir
(79). Bir ¢alismada 1143 hastadan 204’linde (%]18) aile Oykiisii varlig1 bildirilmistir
(80).
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En sik otozomal dominant kalitim paterni gézlenmektedir (79). Otozomal resesif
kalitim tanimlayan calismalar da mevcuttur (81). Kompleks mendelyen kalitim

gostermeyen bir hastalik olarak da tanimlanmustir (82).

Cogu popiilasyonda keratokonus ile tekraren ilintilendirilen bilinen tek lokus
5031.1-135.3’tiir. 5¢921.2 ve 5q15-5921.1 lokuslari da bazi popiilasyonlarda
tamimlanmistir. Bunun disinda nadiren tanimlanmis lokuslar da mevcuttur (83-85).
Bildirilen ¢ok sayida lokusa ragmen bu lokuslarda hastaliga neden olan
mutasyonlarin belirlenmesi nadirdir. Kuzey irlandali bir ailede 15q22-925 lokusunda
miR184’de bir mutasyon tanimlanmistir (86). Bu mutasyon farkli korneal
anormallikler ve sporadik keratokonus ile de iligkili goriinmektedir (87, 88). Ekvador
kokenli bir keratokonus ailesinde ise 13932 lokusunda DOCK9, STK24 ve IPO5

genlerinde varyanslar goriilmiistiir (89).

Keratokonusta c¢alisilan aday genler ¢ok fazladir ve bu genlerin ¢ogunda ikna
edici mutasyonlar tanimlanamamistir. Bu genler arasinda en ¢ok dikkati VSXI1,
SODI1, ZNF469 ve miR184 c¢ekmektedir. VSX1 posterior polimorfoz distrofi ve
keratokonusta tespit edilmistir ve yetiskin korneada eksprese edilmektedir (90).
SOD1 21.kromozomda lokalizedir ve trizomi 21 hastalarinda keratokonus prevalansi
yiksektir (91). ZNF469 asir1 korneal incelme ile karakterize brittle kornea
sendromunda siklikla bildirilmistir (92). MiR184 ise yukarda bahsedildigi iizere
keratokonus ve katarakt vakalari ile karakterize bir kuzey irlanda ailesinde
tanimlanmustir (86). Bu dort genin de keratokonusta rol oynayan genler olduguna
dair caligmalar olmasi sonucunda sonraki caligmalarda odaklanilan genler haline

gelmiglerdir ve ¢esitli mutasyonlar tanimlanmistir.

2.2.5.3. Biyokimyasal Degisimler

Keratokonuslu ~ kornealarda  yapilan  biyokimyasal  incelemeler  ve
immiinohistolojik calismalar; proteolitik enzimler ile pargalanma sonucu ortaya
¢ikan korneal stroma kaybinin, proteaz ve diger katabolik enzimlerin seviyesinde
artts ya da proteinaz inhibitdrlerinin seviyesinde azalma sebebiyle olabilecegini

onermektedir.
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Keratokonus hastalarinin kornealarinda matriks metalloproteinaz, catepsin B ve
G gibi lizozomal yikict enzimlerin arttigi gosterilmistir. Her ikisi de normal ve
patolojik epitel, stroma ve endotelde gosterilmis olan; korneal ol proteinaz
inhibitoriiniin ve diger bir major proteinaz inhibitorii olan o2 makroglobiilinin;
keratokonus hastalarinin epitelinde boyanma yogunlugu énemli derecede azalmistir
(13).

2.2.5.4. Inflamasyon

Klasik diislince keratokonusun non-inflamatuar bir hastalik oldugu yoniindeyken
keratokonik gozlerde yapilan kiiltiir ve gbzyasi c¢alismalart bu  goriisi
degistirmektedir. Klasik inflamasyon bulgulari izlenmese de IL-1, IL-6, MMP-9,
TGF-B, TNF-a gibi proinflamatuar proteinlerin keratokonus kornealarinda ¢ok
miktarda eksprese edilmesi ve artmis keratosit yikimi inflamasyon ile iligkili bir

hastalik oldugunu diisiindiirmektedir (93).

2.2.5.5. Oksidatif Stres, Otofaji Ve Mitofaji

Oksidatif stres

Oksidatif stres viicutta keratokonus dahil bircok hastalifin patogenezinde
suclanmaktadir. Solar UV radyasyon korneal oksidatif stresin bir kaynagidir ve
korneay1 serbest radikallerin ve reaktif oksijen radikallerinin zararina hassas hale

getirir (94).

Saglikli bir kornea yapisinda superoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon
peroksidaz, katalaz gibi antioksidan enzimler mevcuttur (95). Keratokonus
hastalarinin antioksidan seviyelerinin gbzyasi, akéz hiimoér ve kanda azaldidi,
oksidatif stres belirteglerinin ise akdz hiimdrdekine kiyasla arttigi gosterilmistir.
Kornea epitelinde de MDA (malondialdehyde for lipid peroxidation) ve NT (3-

nitrotyrosine for peroxynitrite formation) birikimi gosterilmistir (96). Superoksit,

36



hidrojen peroksit, hidroksil radikallerinde artigla beraber antioksidan savunma

seviyelerinde azalma mevcut oldugu ¢esitli calismalarda tespit edilmistir. (97-99).

Hastalik reaktif oksijen ve nitrojen tiirevleri ile malondialdehit gibi oksidatif stres
markerlarinda total artis ve aldehit dehidrogenaz, NADPH dehidrogenaz, superoksit
dismutaz, laktoferrin, transferrin, albumin, selenyum ve ¢inko gibi antioksidanlarin
hepsinde azalma ile karakterizedir. Katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerde polimorfizmin de, keratokonus siddetinin bagimsiz prediktorii olarak rol
alabilecegi One siiriilmiistiir (2). Biitiin bunlar patogenezde oksidatif stresin rolii
olduguna 151k tutmaktadir. Keratokonusta ¢evresel olarak indiiklenmis oksidatif stres
reaktif oksijen radikallerinde artisa ve hiicresel diizeyde antioksidan seviyelerinde
azalmaya yol acar bu da ekstraselliiler matriksin degradasyonuna ve bunu izleyen

stromal incelmeye sebep olur (3).

Oksidatif stres gibi ¢evresel faktorler ile olusan epitel hasar1 apoptotik
sitokinlerde artis nedenidir. Keratokonusta, korneal epitel hiicrelerinde apoptozis

epitelyal incelme ile iligkili bulunmustur (100).

Otofaji

Otofaji yanlis katlanmis proteinlerin ve hasar gormiis organellerin
temizlenmesini veya degradasyonunu saglayan; yaslanma, kanser, enfeksiyonlar,
norodejenarasyona kars1 koruma saglayan evrimsel bir korunma mekanizmasidir
(101, 102). Oksidatif strese hiicrenin yanitlarindan biri otofajinin indiiklenmesidir
(103). Bununla beraber otofaji yalnizca oksidatif stresten degil biiyiime faktorleri,
glukoz metabolizmasi, beslenme, aclik ve diger stres faktorlerinden de
etkilenmektedir (104). Normal hiicre homeostazis sartlarinda otofaji bazal
seviyelerdedir ve oksidatif hasar ile indiiklenir. Degrade olacak materyali i¢ine alan
ikili membran yapisinin olusumu ile otofagozom ortaya c¢ikar. Bu ardisik adimlar
ubikitin benzeri protein konjiigasyon sistemleriyle ve LC3A, LC3B, LC3C’yi igeren
LC3 ailesine mensup, otofaji iliskili proteinler/genler (ATG) ile kontrol edilir.
Otofaji aktivasyonunu belirleyen LC3/ATGS8 proteini, the microtubule-associated

protein 1 light chain 3 (MAP1LC3) olarak da bilinir. Fagofor ve otofagozom
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membraninda bulunan yapisal proteinler olan LC3 proteinleri, 6zellikle LC3B ve
LC3A otofaji marker1 olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Sitozolik formu olan
deasetile LC3-I, fosfatidiletanolamin ile konjugasyon sonrasi lipidlenir ve i¢ ve dis
fagofor membranindaki hali, LC3-II’ye doniisiir (105). Otofagozomun hidrolaz
iceren lizozomlarla birlesmesiyle otolizozomlarin olusumu “otofajik flux™ olarak

adlandirilir. Sonugta degradasyon gergeklesir (Sekil 2.9).

Oksidatif Stres

Ubikitinlenmis Proteinler

MITOFAJI

OTOFAJI

Sekil 2.9. Otofaji ve Mitofaji siire¢lerinde LC3 regiilasyonu (106).

Oksidatif strese bagli olarak otofaji indiikksiyonunda veya dinamiklerinde
yetersizlik olusmasi adaptif yanitin bozulmasina ve otofaji aracili hiicre 6liimiine yol
acabilir (5). Okiiler hastaliklarin bir kisminda otofajik disregiilasyon gosterilmis

olup literatiirde keratokonus ile iligskisine yonelik ¢caligmalar oldukg¢a kisithdir.
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Mitofaji

Mitokondriye selektif otofaji siireci, mitofaji olarak adlandirilir. Mitokondri
reaktif oksijen radikallerinin iyi bilinen bir kaynagidir. Cogu radikal mitokondriyal
elektron transport sisteminden elektronlarin kacist ile olusur. Antioksidan
mekanizmalar bu radikalleri su ve oksijene doniistiirerek ortaya cikacak hasari
engeller. Reaktif oksijen radikallerinin tiretiminde artis ve antioksidan mekanizmalar
arasindaki dengesizlikle membranda lipid peroksidasyon, proteinlerde oksidatif
degisiklikler ve mitokondriyal DNA’da oksidatif hasar meydana gelir (107). Reaktif
oksijen radikallerinin iiretiminde artis ve temizlenmesindeki defektlerin etkilerine
bagli olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres ile indiikklenen mitokondriyal depolarizasyon
sonucu tetiklenen mitofaji yoluyla hasarli mitokondriler selektif olarak degrade
edilir. Keratokonus hastalarinda Mitokondriyal DNA hasar {irtinlerinin biriktigi daha
once gosterilmistir (10). Bu da hastalik siirecinde mitofaji yolaginda bir bozukluk
oldugunu diisiindiirmektedir. Fakat literatiirde keratokonus ve mitofaji iliskisini

inceleyen ¢alisma sayis1 oldukga azdir.

Mitofaji siirecini ilgilendiren ¢ok sayida sinyal yolagi bulunmakla birlikte iki
major regiilatér protein “phospatase and tensin homolog-induced putative kinase
protein 1-PINK1” ve PARKIN’dir. Saglikli mitokondrilerde PINK1 klivaj sonucu
mitokondriden ayr1 inaktif durumdadir. Mitokondri hasarlandiginda olusan
depolarizasyon ile PINK1 mitokondriyal membranda birikmeye baslar bu da ubikitin
fosforilasyonu ile beraber PARKIN’in ¢alismasina neden olur. Béylece bu proteinler
LC3 ile indiiklenen otofagozom olusumu ve buna miiteakip lizozomal fiizyon
slirecini igeren otofajik mekanizmanin ¢alismasi igin sinyal baslatir (6). Sonug olarak
lizozomal hidrolazlar ile degradasyon gergeklesir ve bu yolla mitokondriyel saglik
devam ettirilmis olur (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Mitofaji ve PINK1/PARKIN regiilasyonunun sematize gosterimi (108).

Mitofaji oksidatif strese karsi hiicresel direnci etkin sekilde gelistirirken hiicrenin
gorecegi zarar1 da azaltir veya geciktirir (11). Korneal epitel hiicrelerinde oksidatif
strese bagli mitofaji disregiilasyonunun keratokonus ile iliskili olabilecegi
distintilmektedir ve yapilan bir ¢alismada PINK1 ekspresyonunun keratokonuslu

hastalarin epitelinde azaldig1 gosterilmistir (9).

Otofaji ve Mitofaji hasarli organellerin eliminasyonunu saglayarak apoptozisi
engelleyen koruyucu mekanizmalar olarak diisiiniilebilir. Otofaji inhibisyonu hiicre
Olimiinii dramatik olarak arttirmaktadir. Otofaji stimiilasyonu ise tam tersi etkiye
sahiptir. Bu da otofaji ve mitofajinin hasarli mitokondrileri ortadan kaldiran ve

oksidatif stresi azaldan sitoprotektif bir cevabi olusturdugunu diisiindiirmektedir (12).

2.2.6. Tedavi

2.2.6.1. Refraktif Diizeltme

Hastaligin erken asamalarinda gozliikler hastalara kabul edilebilir diizeyde gorme
keskinligi saglayabilir. Bu asamalarda torik yumusak lensler de miyopi ve
astigmatizma dizeltilmesi icin yeterli olabilir. Fakat hastalik ilerledikce bu
yontemler refraktif hatayr diizeltmekte yetersiz kalir ve diizeltme i¢in rijit gaz
gecirgen lensler, Rose K, hibrit lensler ya da skleral lensler gibi 6zel lenslere ihtiyag
duyulur. Dogru tipte ve uygunlukta lens se¢imi ciddi vakalarda kornea nakli

ithtiyacini azaltmakta yardimeci olabilir.
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Nakil, korneal kollajen ¢apraz baglama, intrakorneal ring segment implantasyonu
gibi tedaviler sonrasi da hastalar daha iyi gérme keskinligi saglamak i¢in kontakt

lens kullanimina ihtiyag¢ duyabilir (109).

2.2.6.2. Korneal Kollajen Capraz Baglama(KCB)

KCB kornea dokusunu giiglendirmek igin kullanilan bir tekniktir. Bu teknik
riboflavin (vitamin B2)’den fotosensitizasyonu arttirmasi igin yararlanir ve UV-A
1is1n ile korneal stromada keratokonik progresyona direng olusturan gii¢lii kovalent
baglantilar yaratarak dayanikliligi arttirir. Bu yolla hastaligin ilerleyisini 6nemli

Olciide yavaglatir veya durdurur.

Geleneksel olarak uygulanan Dresden Protokoliinde kornea epiteli santralde 7
mm debride edildikten sonra %20 dekstran i¢inde %0.1’lik riboflavin 30 dakika
boyunca uygulanir arkasindan kornea 1 cm mesafeden 30 dakika boyunca toplam
yiizey enerji maruziyeti 5.4 J/lcm? olacak sekilde UV-A (370 nm, 3mW/cm?)’ya
maruz birakilir. Yapilan randomize kontrollii calismalarda maksimum keratometride

0.22 ile 2 D aras1 diizelme ile %73.3-100 arasinda etkinlik bildirilmistir.

KCB uygulamas1 sonrasi persistan korneal haze, korneal skar, gecikmis epitel

iyilesmesi ve mikrobiyal keratit gibi komplikasyonlar gozlenebilir.

Yakin zamanlarda Dresden protokoliinden ayrilan farkli teknikler tanimlanmustir.
Bu teknikler genel itibariyle uygulama zamanmi kisaltmak, gorsel sonuglart
iyilestirmek ya da epitel debridmanindan kagimmak hedefleriyle hasta konforunu
arttirmak, enfeksiyon, haze, persistan epitel defektleri gibi komplikasyonlarin

azaltilmasi i¢in modifiye edilmistir (110).

Hizlandirilmis KCB standart prosediirdeki tedavi siiresini kisaltmak igin
tanimlanmistir.  Biitlin fotokimyasal reaksiyon siireglerinin radyan siddeti ve
maruziyet zamani ile belirlenen total absorbe edilen enerjiye bagimli oldugunu ifade

eden Bunsen-Roscoe yasasini temel alarak hizlandirilmis KCB’de daha yiiksek UV-
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A yogunlugu ile daha kisa maruziyet uygulamr. 9mW/cm? UV-A 10 dakika boyunca
uygulanarak sonugta 5.4 J/cm? toplam yiizey enerji dozajma ulasilir. Yapilan
calismalarda standart protokoldeki kadar etkili ve giivenli oldugu gosterilmistir
(111).

Epitelyal debridman enfeksiyoz keratitler ve anormal yara iyilesmesi gibi
postoperatif komplikasyonlarin major kolaylastiricisidir. Bu yiizden epitelyum-on
(epi-on) ya da transepitelyal KCB tabir edilen tekniklerin gelistirilmesine yonelik
calismalar siiregelmektedir. Bu teknikte asil zorluk riboflavin molekiiliiniin lipofilik
kornea ve epitelyal siki baglantilardan kisitli difiizyonudur. Gerekli difiizyon korneal
epitelyal gecirgenligin modifiye edilmesi, riboflavin molekiiliiniin fizikokimyasal
ozelliklerinin degistirilmesi ya da riboflavin molekiiliiniin epitelyal flep ya da cep
olusturularak direkt stromaya verilmesi gibi farkli tekniklerle saglanabilir(88).
Konvansiyonel KCB’ye yakin sonuglar oldugunu gosteren ¢alismalar oldugu gibi,
transepitelyal KCB’nin daha az etkinlige sahip oldugunu gosteren yayinlar da vardir.
Fakat haze ve skar gibi komplikasyonlarin epitel-off KCB’ye gore daha az goriildigii
bildirilmistir (112, 113).

KCB’nin hastalikta progresyonu durdurmasina ragmen gorme keskinliginde
istenildigi kadar artig saglamamasi nedeniyle epitel debridmaninin mekanik degil
ekzimer lazer ile yapildigi kombine teknikler denenmis, cesitli protokoller
tamimlanmistir.  Fototerapotik Keratektomi (PTK) ile kombine KCB yapilan
hastalarda ayn1 ve daha iyi gorsel sonuglar elde edildigi gosterilmistir (114).

2.2.6.3. Intrakorneal Halka (Ring) Segment (IKHS)

IKHS baslangigta miyopi tedavisi igin gelistirilmis olsa da sonrasinda hafif-orta
keratokonus tedavisinde kullanilmak iizere modifiye edilmistir. Seffaf ve minimum
450 pm kalinhigindaki kornealarda irregiiler stromay1 yeniden sekillendirmek tizere
bir ya da iki yarim halka seklindeki polimetil metaakrilat materyalin olusturulan
tiineller icine implantasyonu ile uygulanir (2). Bu tiineller mekanik olarak
olusturulabilecegi  gibi gilinlimiizde femtosaniye lazer yardimi ile de

uygulanmaktadir. 18 yas tlizeri, kontakt lens intoleransi olan, diizeltilmemis gérme
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keskinligi (DGK) 0.6’nin altinda olan, tiinel olusturulacak alanda korneal kalinligi
400 pm tzerinde olan, kornea santralinde skar olmayan hastalarda uygulanabilir
(115).

Diizeltilmis ve diizeltilmemis gérme keskinliginde artig, yiiksek sirali korneal
aberasyonlarda azalma, daha diizgiin bir kornea sekli saglayabilir. Kornea naklinden
kaginmak ya da ertelemek amaciyla ya da KCB ile kombine olarak uygulanabilir.
Korneal kurvatiirde diizelme ve goérme keskinliginde artis saglasa da hastaligin

progresyonunu durdurmadigi goriillmektedir(2).

Intraoperatif olarak goriilen komplikasyonlar daha ¢ok mekanik tiinel olusumu ile
goriilmekte olup keratotomi bolgesinde epitel defektleri, inkomplet tiinel
formasyonu, insizyonun santral gorme aksina veya limbusa uzamasi gibi tiinelle ilgili
ve asimetrik ya da yiizeysel yerlesim gibi halkalarla ilgili komplikasyonlari1 kapsar
(115). En ciddi intraoperatif komplikasyonlar ise ¢ok derin diseksiyona bagli 6n

kamara ya da yiizeysel diseksiyona bagli bowman tabakasi perforasyonudur (116).

Postoperatif sik goriilen komplikasyonlar ise halkanin tiinelde migrasyonu,
insizyon yerinde epitelyal tika¢ formasyonu, korneal haze, depozitler ya da
vaskiilerizasyon, kronik agr1, persistan inflamasyon, fotofobi gibi komplikasyonlardir
(117). En ciddi postoperatif komplikasyonlar ise tiinelde enfeksiyoz keratit ve

muhtemelen yiizeysel ring yerlesimi ile iliskili korneal meltingdir (118).

Bu yontemin asil avantaji geri dondiiriilebilirligidir. Her ne kadar gdrme
keskinliginde artis saglasa da ektazik hastaliklarin dogas1 geregi refraktif sonuglar
ve gidisatin1 ongormek zordur. Gorsel ve refraktif 6l¢ctimler segmentlerin ¢ikartilmasi
sonrast bazal durumuna donebilmektedir (117).

2.2.6.4. Kornea Nakli

lleri keratokonuslu hastalar gozliik, kontakt lens ya da IKHS ile yeterli gorme

keskinligine ulasamayabilirler (109). Santral skar kontakt lensler tolere
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edilebildiginde bile iyi bir gormeyi imkansiz kilabilir (13). Keratokonus hastalarinin

yaklasik %12-20’si er ge¢ kornea nakline ihtiya¢ duyar (119).

Penetran keratoplasti (PK) uzun vadede iyi bir gorme saglayabilir. Gorsel
rehabilitasyon siklikla yavas gerceklesir ve cerrahi sonrasi rezidiiel astigmatizma ve
anizometropi nedenidir (109). Keratokonus niiks orani bir ¢alismada 25 yilda %12
olarak gozlenmistir (120). Uzun donem takipler rejeksiyon oranini ilk iki yilda %5.8-
41 aras1 gostermektedir (121-123). Cogu hasta cerrahi sonras1 gozliikk ya da kontakt

lense ihtiya¢ duyar fakat gorsel stabiliteye cerrahi sonrasi 1 yila kadar ulasilamaz.

Genel olarak PK sonuglari iyi olsa da keratokonus hastalarinda endotelyal
rejeksiyon riski olmayan, steroid ihtiyactni ve buna bagh gelisebilecek
komplikasyonlar1 azaltan derin anterior lameller keratoplasti (DALK) uygulanabilir
(109). Bir g¢alismada cerrahi sonrasi rejeksiyon orami %3-14.3 arasi bildirilmistir
(124). Muhtemelen steroid ihtiyacinin daha az olmasi nedeniyle glokom gelisimi
PK’ya kiyasla %40 daha az goriilmektedir (125). Bu o6zellikle geng hastalarda ve
rejeksiyon riskinin fazla goriildiigii atopik dermatit gibi hastaliklar1 olanlarda 6zel

Onem tasimaktadir.

Sonug olarak kiyaslandiginda DALK sonrasi gorsel rehabilitasyon PK’dan daha
lyi olsa da iki teknik arasinda refraktif ve topografik sonuglar mukayese edilebilir
diizeydedir. Greft reddi, sekonder glokom, katarakt ve kalici endotelyal hiicre kaybi
gibi postoperatif komplikasyonlar ise PK’da daha yiiksek goriilmektedir.

Bunlar haricinde ileri keratokonusta conductive keratoplasti, gen tedavisi,

bowman tabakasi transplantasyonu gibi yeni tedavi secenekleri de denenmektedir
(109)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tasarimi

Bu calisma, T.C Saglik Bakanligi Ankara Bilkent Sehir Hastanesi Kornea
Birimi’nde Nisan 2022 ve Ekim 2022 tarihleri arasinda prospektif vaka-kontrol

caligmasi olarak yapildi.

3.2. Etik Kurul

Calisma Helsinki Bildirgesine gore planlanip, tamamlandi. Calisma i¢in Ankara
Sehir Hastanesi 1 Nolu Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 20/04/2022 tarih ve
E.Kurul-E1-22-2443 sayil1 karar ile etik kurul onayr alindi. Tiim olgulara ¢alisma

kapsami1 ve amaci agiklanarak aydinlatilmis onam formu imzalatildi.

3.3.Hasta Secimi ve Kriterleri

Ankara Bilkent Sehir Hastanesi'nde Ilerleyici Keratokonus tanis1 ile KCB
endikasyonu konulan 52 hastanin 54 gozii ve kontrol grubu olarak gozliikten
kurtulmak maksadiyla refraktif cerrahi yapilan randomize 12 saglikli goniilliiniin 23
g6zl dahil edildi.

Calismaya 18 yas tizeri ve 50 yas alti olan, KCB ameliyati endikasyonu
konulmus ilerleyici keratokonus hastalar1 ve Fotorefraktif Keratektomi (PRK)
ameliyati endikasyonu konulmus kirma kusuru olan saglikli katilimcilar dahil
edilirken sistemik ya da topikal herhangi bir ila¢ kullanimi1 olan hastalar ¢calisma dis1

birakilda.
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Keratokonus tanisi, topografide kornea kurvatiiriinde diklesme, kornea
kalinliginda incelme ve eslik eden biyomikroskobik bulgulardan herhangi birinin
varliginda (korneada 6ne dogru bombelesme veya koniklesme, Fleischer halkasi,
Vogt c¢izgileri, korneal incelme, skarlasma, korneal sinirlerde belirginlesme)

konuldu.

PRK yapilacak hastalarda da kendi iglerinde dahil edilme kriterleri, en az bir
yildir géz kirma kusuru numarasinda degisiklik olmamasi, ameliyat dncesi gorme
diizeyi sferik deger diizeltmesi ile 0.6/0.7 ve iizeri gérme keskinliginin olmasi,
keratokonusa ait biyomikroskopi bulgularinin (stromal incelme, fleischer halkasi,

vogt ¢izgilenmesi ve On stromal skar) olmamasi seklinde belirlendi.

3.4. Degerlendirilen Parametreler

Calismaya alinan tiim olgulara otorefraktometre, diizeltilmemis gérme keskinligi
(DGK) ve en iyi diizeltilmis gérme keskinligi (EIDGK) muayenesi, biyomikroskopi
ile 6n segment ve fundus muayeneleri ile goz i¢i basinci Ol¢iimii yapildi. Tim
olgularin topografik 6lgiimleri Sirius topografi cihazi (CSO, Florence, Italya) ile
gerceklestirildi. Istatiksel analiz i¢in gorme diizeyleri en kiigiik rezoliisyon agismin

logaritmasina (logarithm of the minimum angle of resolution-logMAR) ¢evrildi.

Keratokonus hasta grubu Amsler-Krumeich siniflama sistemindeki ortalama
korneal keratometri (Kmean) degerleri baz alinarak;
Evre 1 (Hafif): Kmean <48 D
Evre 2 (Orta): Kmean >48 D, <53 D
Evre 3 (lleri): Kmean > 53 D

olarak simiflandirildi.

Hastalar beraberinde Belin ABCD siniflandirma sistemi ile de evrelendirildi.
Ayrica morfolojik olarak tanjansiyel kurvatiir haritasina gére koni apeksi santral 3
mm i¢inde ise santral, 3-5 mm arasinda ise parasantral, Smm’nin disinda ise periferik
olacak sekilde koni lokalizasyonuna gore siniflandirildi. Topografik parametrelerden;
santral kornea kalmlig (SKK), en ince kornea kalinhig (EIKK), K1, K2, ortalama
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keratometri (Kmean), maksimum keratometri (Kmaks.) ve topografik astigmatizma
verileri incelendi. Hastalarin anamnezlerinde aile dykiisii ve allerji oykiisii varligi

sorgulandi.

3.5. Orneklerin Toplanmasi

KCB ameliyatinda epitel alkol kullanilmadan mekanik skalpel yardimiyla
topografik haritalara gore koni bolgesi ve perifer kornea epiteli olarak ayri ayri
kazinarak alindi ve RNAlater i¢eren eppendorf tiiplerine konuldu. PRK ameliyatinda
da alkol kullanilmaksizin mekanik skalpel yardimiyla debridman yapilarak elde
edilen kornea epiteli biitiin olarak RNAlater iceren eppendorf tiipleri igerisine
alinarak Ornekler izolasyon asamasma kadar -80 derecede saklandi. Ornekler

laboratuvara kuru buz igeren hava gegirmez ambalajlar i¢inde transfer edildi.

3.6. Western-Blot Analizi

Calismanin  protein ekspresyon analizleri Kog¢ Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Translasyonel Tip Uygulama ve Aragtirma Merkezi’nde gergeklestirildi.
RNAlater uzaklastirildiktan sonra ornekler total protein izolasyonu icin PBS ile
yikandi.  Proteinler  fosfataz ve proteaz inhibitorleri iceren  Radia-
immunoprecipitation assay (RIPA) buffer (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
kullanilarak ekstrakte edildi. Protein konsantrasyonlar1 Bradford Protein Assay Kit
(Biorad) kullanilarak belirlendi. Denatiire proteinlerin 20pg’t MiniProtean TGX jel
(%4-14) SDS PAGE (Biorad, Herculers, CA, ABD) iizerinde yiiriitiildii ve Immuno
Blot PVDF membran (Bio-Rad, Herculer, Ca, ABD) iizerine transfer edildi.
Bloklama soliisyonu (TBST igerisinde %5 yagsiz siit tozu) ile 1 saat bloklamayi
takiben membranlar PINK, PARKIN, LC3 ve vinculin antikorlar1 ile gece boyu
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi membranlar horseradish peroxidase (Bio-Rad,
Hercules, CA, ABD) ile konjuge edilmis sekonder antikorlar (1:1000; Anti-Rabbit
IgG [7074] ve Anti-mouse 1gG [7076], Sigma-Aldrich, MO, ABD) ile inkiibe edildi.
Bant1 goriintiilemek i¢in PierceTM ECL Western Blotting substrat kullanild1 ve
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ChemiDocTM MP gorintilleme sistemi ile goriintiilendi. Gorlintiiler BioRad’s

ImageLab yazilimi (Hercules, California, ABD) kullanilarak islendi.

3.7. istatistiksel Analiz

Veriler IBM SPSS Statistics 22 ve Graphpad Prism programlarina aktarilarak
analiz edildi. Calisma verileri degerlendirilirken kategorik degiskenler i¢in frekans
dagilimlan1 (%), sayisal degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler (medyan, ort +ss)

verildi.

Demografik, topografik ve refraktif o6zelliklerdeki sayisal degiskenler icin
Kolmogorov-Smirnov normallik testi uygulanarak normallik varsayimini saglayan
degiskenlere parametrik, normallik varsayimini saglamayan degiskenlere ise
nonparametrik testler uygulandi. Gruplar arasi cinsiyet dagilimi ki-kare testi ile

analiz edildi.

Bagimsiz gruplar arasi farkliliklar Bagimsiz 6rneklem T testi ve Mann Whitney
U testi ile incelendi. Ikiden fazla bagimsiz grup arasi fark olup olmadigi Kruskal
Wallis testi ve iki yonlii varyans analizleri (ANOVA) ile degerlendirildi. Post-hoc
olarak Tukey testi kullanildi. Protein ekspresyonlar: ile diger sayisal degiskenler
arasinda nedensel olmayan iliskilerin derecesini belirlemek i¢in Pearson Korelasyon
analizi yapildi. P degeri 0.05’in altinda olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya Nisan 2022-Ekim 2022 tarihleri arasinda T.C. Saglik Bakanligi
Ankara Sehir Hastanesi Kornea boliimiinde ilerleyici keratokonus tanisi ile KCB
endikasyonu konulan 52 hastanin 54 gozii dahil edildi. Kontrol grubuna ise Kog¢
Universitesi Tip Fakiiltesi Géz Hastaliklar1 Anabilim Dali’na refraksiyon kusuru ile

basvurarak PRK yapilan 12 hastanin 23 gozi dahil edildi.

Keratokonus grubunun yas ortalamast 24.61 (+5.48) kontrol grubunun yas
ortalamasi 25.66 (+4.90) idi. Keratokonus grubu 30 erkek 22 kadin hastadan kontrol
grubu ise 6 erkek 6 kadin hastadan olusmaktaydi. Yas ve cinsiyet dagilimi agisindan
gruplar arasinda anlaml fark izlenmedi (sirasiyla p=0.5 , p=0.6) (Tablo 4.1, Tablo
4.2).

Tablo 4.1. Keratokonus ve kontrol grubu yas ortalamalari

Yas (ort. y1l + ss) Min-Maks p
Keratokonus 24.61 £5.48 18-46 05
Kontrol 25.66+4.9 18-33 '

Tablo 4.2. Keratokonus ve kontrol grubu cinsiyet dagilimlari

Erkek Kadin
n % n % p
Keratokonus 30 57.7 22 42.3 0.6
Kontrol 6 50 6 50

Keratokonus hasta grubunun %22.2°sinde aile hikayesi ve %42.6’sinda allerji

Oykiisli mevcuttu.

Hastalarin DGK ve EIDGK ortalamalar1 sirasiyla 0.91 ve 0.49 logMAR olarak
tespit edildi.
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Topografik parametreler incelendiginde keratokonus grubunda K1, K2, Kmaks.,
Kmean ve topografik astigmatizma degerlerinin hepsi kontrol grubuna kiyasla
anlaml1 olarak daha yiiksek izlendi. Pakimetrik degerlere bakildiginda ise EIKK ve
SKK kontrol grubunda anlamli olarak daha yiiksekti (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Keratokonus ve kontrol grubunun topografik verilerinin karsilastirilmasi

Keratokonus (ort + ss) Kontrol (ort + ss) p

K1 (D) 45.82 £5.56 42,47 £1.41 <0.001
K2 (D) 49.29 £4.17 4376 £1.71 <0.001
Kmean (D) 47.95+4.07 43.10 +1.52 <0.001
Kmaks (D) 57.20 £ 7.98 44.62 +1.83 <0.001
Topografik

Astigmatizma (D) -3.754+2.02 -2.11+3.74 <0.05
SKK (um) 459.72 + 38.63 565.17 £49.08 <0.001
EIKK (um) 443.48 +41.16 562.69 +49.45 <0.001

Calismaya dahil edilen keratokonus hastalarinin keratometrik siniflandirmaya
gore %57.4°0 hafif, %31.5’1 orta, %11,1’1 ise ileri evre keratokonus idi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Hastalarin Kmean degerlerine gore evreleri

Keratometrik evre n %

Evre 1 (hafif) 31 57.4
Evre 2 (orta) 17 31.5
Evre 3 (ileri) 6 11.1

Belin ABCD simiflandirmasina gore hastalarin evreleri Tablo 4.5°te verilmistir.

Tablo 4.5: Hastalarin Belin ABCD evrelerine gore dagilimi

Belin ABCD al E > D

n % n % n % n %
Evre 0 15 |283| 11 (108 4 |75 | 2 | 3.8
Evre 1 2 |38 7 |132] 21 {39.6] 19 |36.5
Evre 2 25 |47.2| 14 |264| 19 [358| 21 |404
Evre 3 3 |57 5 (94| 9 17 | 10 |19.2
Evre 4 8 |15.1] 16 [30.2| O 0 0 0
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Hastalar Tanjansiyel kurvatiir haritalarindaki koni apeksine gore
smiflandirildiginda %61.1°inin santral, %35.2’sinin parasantral %3.7’sinin periferik

paterne sahip oldugu goriildii (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Koni lokalizasyonuna gére dagilim

Kon morfolojisi n %

Santral 33 61.1
Parasantral 19 35.2
Periferik 2 3.7

Western Blot ile protein ekspresyonu analizinde keratokonus hastalarinda PINK1
ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05).
PARKIN proteininde hem koni epitelinde hem de periferik kornea epitelinde
ekspresyon kontrol grubuna gore anlamli olarak daha azdi (p<0.05). LC3B/LC3A
ekspresyonunun ise yine hem koni bolgesinde hem de perifer korneada kontrol

grubuna kiyasla anlamli olarak daha az oldugu goriildii (p<0.05).

Keratokonus hasta grubunun koni boélgesi epiteli ile periferik kornea epiteli
birbiriyle kiyaslandigi zaman, PINK1 ekspresyonlar1 arasinda farklilik gézlenmedi
(p>0.05). PARKIN ekspresyonu ise istatistiksel olarak anlamli sekilde koni
bolgesinde daha fazlaydi (p<0.05). LC3B/LC3A ekspresyonunun ise periferde koni
bolgesine gore anlamli olarak daha fazla oldugu goriildi (p<0.05). Protein

ekspresyon paternleri Sekil 4.1°de grafik olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.1. PINK1 , PARKIN ve LC3B/LC3A protein ekspresyonlarinin grafigi.
####: Koni ve Periferik epitel arasinda p<0.001 anlaml1 ekspresyon farkliligini,
*: (p<0.05), ****: (p<0.001) kontrol grubu ile karsilagtirmay1 gostermektedir.

Koni ve periferik epiteldeki PINK1, PARKIN ve LC3 ekspresyonlari ile
hastalarin yas, DGK, EIDGK, K1, K2, Kmaks., Kmean ve topografik astigmatizma
degerleri arasindaki korelasyonlar incelendi. Periferik kornea epitelinde PARKIN
ekspresyonu ile Kmaks. degeri arasinda anlamli negatif korelasyon tespit edildi
(p<0.05). Koni epiteli icin yapilan incelemede ise PINK1 ekspresyonu ile EIKK
arasinda pozitif (p<0.05), PARKIN ekspresyonu ile yas arasinda anlamli negatif
korelasyon mevcuttu (p<0.05), (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Hastalarin koni bolgesindeki
ve periferdeki protein ekspresyonlarinin gesitli parametrelerle korelasyonu

PINK1 PARKIN LC3B/LC3A

Korelasyon - - . . . :

Perifer Koni Perifer Koni Perifer Koni

p=0.03*
Yas p=0.91 p=0.35 p=0.72 r=-0.300 |p=0.88 p=0.22
DGK p=0.10 p=0.13 p=0.07 p=0.30 p=0.44 p=0.33
EIDGK p=0.57 p=0.89 p=0.85 p=0.51 p=0.36 p=0.59
K1 p=0.85 p=0.91 p=0.21 p=0.57 p=0.59 p=0.18
K2 p=0.44 p=0.45 p=0.17 p=0.47 p=0.16 p=0.33
Kmean p=0.27 p=0.26 p=0.08 p=0.34 p=0.66 p=0.31
p=0.04*
Kmaks p=0.14 p=0.22 r=-0.285 |p=0.92 p=0.67 p=0.86
p=0.04*

EIKK p=0.07 r=0.287 |p=0.38 p=0.16 p=0.71 p=0.11
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Her iki cinsiyet arasinda PINK1, PARKIN, LC3 ekspresyonlar1 arasinda anlamli
fark izlenmedi (p>0.05).

Hastalarin allerji Oykiisii mevcudiyetine gore protein ekspresyonlari arasinda

anlamli fark izlenmedi (p>0.05).

Hastalar aile oOykiisii ile degerlendirildiginde, aile Oykiisii olan ve olmayan

hastalar arasindaki protein ekspresyonlar1 arasinda anlamli farklilik goézlenmedi

(p>0.05).

Hastalarin keratometrik evrelerine gore PINKI1, PARKIN, LC3 ekspresyonlari
degerlendirildiginde evre 3’te periferik epitelde LC3 ekspresyonunun evre 1’e goére
anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii (p<0.05). Diger evreler ve diger protein

ekspresyonlari arasinda boyle bir iligki gdzlenmedi.

Her evrenin protein ekspresyonu kendi iginde degerlendirildiginde (Tablo 4.8)
evre 1 ve 2°de LC3 ekspresyonu periferik kornea epitelinde koni epiteline gore daha
fazla bulundu (p<0.05). Istatistiksel anlamlilik en fazla evre 1°de tespit edilirken bu
farkliligin evre ilerledikge azaldigi, evre 3’teki farkin ise istatistiksel olarak anlamli

olmadig goriildii (p>0.05), (Sekil 4.2).

Tablo 4.8. Perifer ve koni arasinda protein ekspresyonlarinin istatistiksel karsilastirmasi

Evre 1 Evre 2 Evre 3
Perifer vs. Koni (p degeri) | (p degeri) | (p degeri)
Perifer Pink vs. Koni Pink 0.9753 0.999 | >0,9999
Perifer Parkin vs. Koni Parkin| 0.9864 0.9884 | 0.9996
Perifer LC3 vs. Koni LC3 <0,0001**| 0.0003** | 0.0724
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Keratometrik Evre

Protein EKgresson Seviyes
!

Sekil 4.2. Perifer ve koni arasinda hastalarin evrelerine gore protein ekspresyonlarinin

istatistiksel karsilastirmasi

Belin ABCD siniflandirmasina gore yapilan incelemelerde;

A(anterior radius of curvature) evrelerine gore evre 0’da evre 2’ye gore;

B(posterior radius of curvature) evrelerine gore evre 0’da evre 1 ve evre 2’ye gore;

D (Distance Best Corrected Visual Acuity) evrelerine gore evre 1’de evre 2’ye gore;
periferik epitelde LC3 ekspresyonunun anlamli olarak daha az oldugu goriildii
(p<0.05).

C(corneal thickness) evreleri arasinda farklilik goriilmedi(p>0.05)

Evreler kendi i¢inde degerlendirildiginde (Sekil 4.3) A0, Al, A3 evrelerinde
periferik epitel ve koni epiteli protein ekspresyonlari arasinda fark izlenmezken
(p>0.05) A2 ve A4’te periferik LC3 ekspresyonu Koni LC3 ekspresyonundan
anlamli olarak daha fazlaydi (p<0.05). B1, B2, B3, B4 evrelerinde periferik LC3
ekspresyonu daha fazla iken (p<0.05), BO’da arada anlamli fark gériilmedi (p>0.05).
C1, C2, C3 evrelerinde periferik LC3 ekspresyonu konideki ekspresyona gore daha
fazla iken (p<0.05), C0’da anlaml bir fark izlenmedi (p>0.05). Benzer sekilde D0’da
periferik ve konik LC3 ekspresyonu arasinda fark bulunamamis iken (p>0.05) D1,
D2, D3’te periferik LC3 ekspresyonu anlamli olarak daha fazlaydi (p<0.05).

54



A B
55— 5 e
g - Mo E o
3 4 1 = 4 e
: S | |
2 3 - %3_ [
& | ) ’
£, , - 5,
= ' ] i -
AN ' 5 1- I
I i T E 1 ] . T
o 1
c
o Am u
4 i EE % HrEE - 0
3 ki - 0 .
= = 1
- | 3
i : -
2 | - 52_ 1 .
52 3 g
== w -
I'g 1 | £ 14 P 111
g T F f g 1 i1 . 'T I I I
o R o
c T T T 1 T T
> o5 N
¢ @8 N N N
¢ & NN N & & & F ¢
& & A
& ¥ qé\@ & qé\@ & P S < & & . é\d- &

Sekil 4.3. Belin ABCD siniflamasina gore evrelerde Koni-Perifer protein ekspresyonlari
kargilastirmasi
(*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.0005, ****: p<0.0001

Koni lokalizasyonuna gore protein ekspresyon farkliliklarina bakildiginda
periferik koni lokalizasyonu olan hastalarda parasantral yerlesimli koni olanlara gére
periferik LC3 ekspresyonu daha fazla idi (p<0.05). Santral, parasantral ve periferik
gruplarin hepsinde periferik LC3 ekspresyonu koni LC3 ekspresyonuna gore daha
fazla bulunurken (p<0.05) bu farkin en fazla santral lokalizasyona sahip konilerde
oldugu goriildii (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Koni lokalizasyonuna gore koni-perifer protein ekspresyonlari karsilastirmasi

(*: p<0.05, ****: p<0,0001)
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6. TARTISMA

Keratokonus, etiyolojisinde c¢evresel ve genetik etkenlerin rol oynadigi bilinen
mutifaktoryel bir hastaliktir. Patogeneze yonelik yapilan calismalarda hastalik
genetik, proteomik, biyokimyasal ve biyomekanik yonlerden incelenerek hastaligin
gelisme siireci arastirllmistir. Hastalik yikic1 enzimlerde artis ve proteaz inhibitor
aktivitelerinin inhibisyonu ile iliskilidir. Bu da korneada incelmeyle sonuglanir.
Etiyopatogenezinde ¢ok sayida mekanizma Onerilmis olsa da hastaligin ortaya ¢ikma

ve progresyon siirecleri hala tam olarak aydinlatilamamastir.

Cok sayida caligmada oksidatif stresin hastaligi tetikleyen faktorlerden biri
oldugu oOne siirilmiistir. Keratokonik gozlerde gozyasi ve kornea dokusunda
oksidatif stres belirteglerinin akéz hiimordekine kiyasla arttigi gosterilmistir.
Beraberinde de antioksidan seviyelerinin gozyasi, akéz hiimor ve kanda azaldig
goriilmistiir. Keratokonus reaktif oksijen ve nitrojen tiirevleri ile malondialdehit gibi
oksidatif stres markerlarinda total artis ve aldehit dehidrogenaz, NADPH
dehidrogenaz, superoksit dismutaz, laktoferrin, transferrin, albumin, selenyum ve
¢inko gibi antioksidanlarin hepsinde azalma ile iliskilidir. Katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerde polimorfizmin, keratokonus siddetinin
bagimsiz prediktorii olarak rol alabilecegi One siiriilmiistiir (2). Kornea epitelinde
MDA (malondialdehyde for lipid peroxidation) ve NT (3-nitrotyrosine for
peroxynitrite formation) birikimi goézlenmistir ve serbest radikallerin hastalik
patogenezinde rolii oldugunu diisiindiirmektedir (96). Superoksit, hidrojen peroksit,
hidroksil radikallerinde artisla beraber antioksidan savunma seviyelerinde azalma
mevcut oldugu gosterilmistir (97-99). Biitiin bunlar patogenezde oksidatif stresin

rolii olduguna 151k tutmaktadir.

Keratokonus, korneal stroma tabakasinda biyokimyasal degisikliklere bagl
dejenerasyon ve incelme ile karakterizedir. Ayn1 zamanda epitel tabakasinda incelme
ve diizensizlik de mevcuttur. Genel itibariyle patogenezde primer sorumlu alanin
stroma oldugu kabul edilir ve literatiirdeki ¢ogu calisma stromaya odaklanmaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda epitel tabakasindaki anormalliklere bagli proteolitik enzimlerin
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salimiminin stromal kollajen ve matriks komponentlerin degradasyonuna neden

oldugu da gosterilmistir.

Amit ve ark keratokonusta kornea epitelinde Wnt/beta-catenin yolaginda epitel
ve bazal membran arasindaki tight junctionlarin kaybi ile stromal degisiklikleri

indiikleyebilecek defektler gozlemlemislerdir (14)

Keratokonus hastalarinin kornea epitelinde reepitelizasyon evresinde yiiksek
miktarlarda gozlenen ve perisit matriksindeki adhezyon proteinleriyle etkilesimde
olan alfa enolaz seviyelerinde azalma oldugu gosterilmistir. Bu da korneal incelme

ile iliskili olabilir (4).

Yam ve ark. keratokonus hastalarinin epitelinde MMP-9, IL-6 ve LOX gibi
proteolitik enzimlerde hastaligin siddeti ile iliskili degisiklikler bulundugunu

gostermistir (15)

Yine keratokonusta kornea epitelinde hedgehog ve notch yolaklarinda da

bozukluklar gosterilmistir (16).

. Son yillarda literatiirde epitel hiicrelerindeki patolojik siireclere dair arastirmalar
artsa da bu konudaki veriler hala kisithidir. Bu nedenle bu calismada da hastalik
patogenezinde epitel hiicrelerindeki oksidatif strese bagli ortaya c¢ikabilecek

degisikliklerin oynadigi rol ve altta yatan mekanizmalar aydinlatilmaya ¢aligmustir.

Mitokondri reaktif oksijen radikallerinin iyi bilinen bir kaynagidir. Cogu radikal
mitokondriyal elektron transport sisteminden elektronlarin kagisi ile olusur.
Antioksidan mekanizmalar bu radikalleri su ve oksijene doniistiirerek ortaya ¢gikacak
hasar1 engeller. ROS {iretiminde artis ve antioksidan mekanizmalar arasindaki
dengesizlikle membranda lipid peroksidasyon, proteinlerde oksidatif degisiklikler ve
DNA’da oksidatif hasar meydana gelir. Sonug olarak otofajik siire¢lerin aktivasyonu

gergeklesir.

Reaktif oksijen radikallerinde artisa bagli mitokondriyal depolarizasyon da

mitofaji siirecini tetikler. PINK1 ser65’te PARKIN’i fosforiller ve mitokondri i¢ine
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translokasyon gergeklesir. Fosforile PARKIN E3 ligaz aktivitesi ile dis
mitokondriyel membrandaki substratlar1 ubikitinler ve hasarli mitokondri geri
doniisiim i¢in etiketlenmis olur (107). Mitofaji bu etiketlendirilmis hasarli

mitokondrilerin ortadan kaldirilmasini ve hiicresel homeostazisin devamini saglar.

Oksidatif stresinde dahil oldugu ¢esitli ¢evresel faktorlere bagli kronik epitel
hasar1 apoptotik sitokinlerde artisa yol acgabilir. Otofaji ve Mitofaji hasarh
organellerin  eliminasyonunu saglayarak apoptozisi engelleyen koruyucu
mekanizmalar olarak diistiniilebilir. Otofaji inhibisyonu hiicre 6limiinii dramatik
olarak arttirmaktadir. Otofaji stimiilasyonu ise tam tersi etkiye sahiptir. Bu da otofaji
ve mitofajinin hasarli mitokondrileri ortadan kaldiran ve oksidatif stresi azaldan
sitoprotektif bir cevabi olusturdugunu diistindiirmektedir (12). Korneal epitel
hiicrelerde apoptozis epitelyal incelme ile iligkili bulunmustur (100). Otofajik ve
mitofik olasi bir yetersizlik bu apoptotik siiregleri arttirarak incelmeye neden oluyor

olabilir.

Mitokondriyal DNA hasar iiriinlerinin de keratokonik kornealarda biriktigi
bulunmustur (10). Bu mitofaji yolaginda bir bozukluk olabilecegi diisiincesini akla
getirmektedir. Yine keratokonik kornealarda katepsin B, G ve V/L enzimlerinde artig
gosterilmistir ve bu anormal lizozomal fonksiyon ve defektif otofajinin, korneal

incelmenin nedeni olabilecegini diisiindiirmektedir (126, 127).

Oksidatif stres ve buna bagl ortaya cikan lizozomal, otofajik ve mitofajik
anormallikler ¢ok sayida okiiler hastalik patogenezinde arastirilmis ve iligkili

bulunmustur.

Trabekiiler ag hiicrelerinde kronik oksidatif strese bagli lizozomal disfonksiyon

gozlenmis ve glokom hastaliginin patogenezinde etkili olabilecegi one siiriilmiigtiir
(128, 129).

Glokom hastalarinda otofajinin retina ganglion hiicreleri {izerinde koruyucu rol

oynayarak noronal dejenerasyonu azalttig1 ve optik siniri koruyucu etkisi oldugu 6ne

stiriilmistiir (130, 131).
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YBMD’de gosterilen lizozomal lipofuskin birikiminde artig ve azalmis otofajik
aktivite; retinal pigment epitel hiicre hasarinin nedeninin oksidatif stres olabilecegini
diisiindiirmektedir(132, 133).

Otozomal dominant optik atrofi gibi optik noropatilerin bazilarinda da OPA1
mutasyonuna bagli olarak mitokondrilerde yetersiz flizyon ve azalmis membran

potansiyeli ile birlikte mitofajide artis goriilmektedir(134).

Fuchs endotelyal distrofide otofaji marker1 kabul edilen LC3 proteinlerinin
arttigl, mitofajik disregiilasyon bulgulari oldugu gosterilmistir(135). Yine ayni
hastalikta bu calismada da incelenen PARKIN proteini ile iliskili upregiilasyon

bulunmustur (7).

Korneal graniiler distrofide de yetersiz otofaji bulgular bildirilmistir(136).

Biitiin bu ¢alismalar ¢esitli okiiler hastaliklarda oksidatif stres ve otofaji/mitofaji
disregiilasyonu ile hastalik gelisim siiregleri arasinda giiclii iligkiler oldugunu
gostermektedir. Literatiirde keratokonus hakkinda bu siiregleri inceleyen g¢alisma
sayist olduk¢a azdir. Bu yiizden bu c¢alismada mitofaji ve otofaji belirtecleri
incelenerek keratokonusta benzer bir mekanizmanin olup olmadigini ortaya koymak

amaclanmstir.

Daha once yapilan bir calismada keratokonus hastalarimin epitelinde PINKI
ekspresyonunda azalma gosterilmistir. PINK1’de goriilen down-regiilasyonun
epitelyal hiicre oliimi ile iligkili oldugu One siiriilmiistiir(9). Bu caligmada ise
mitofajiye iliskin regiilator proteinlerden PINK1 ekspresyonunda degisiklik tespit
edilememistir. Fakat diger bir protein PARKIN’de, hem periferde hem de koni
bolgesinde kontrol grubuna kiyasla anlamli azalma gosterilmistir. Bu da keratokonus
patogenezinde defektif mitofaji oldugu savini desteklemektedir. PINK1 proteinindeki
onceki c¢alismada azalmig gosterilen ekspresyon paterninin bu ¢alismada
gosterilememesi, bu ¢alismada PARKIN ve LC3’te gosterilen varyasyonun onceki
calismada gosterilememesi gibi celigkiler bu konuda daha fazla calismaya ihtiyag

oldugunun gostergesidir.
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Otofaji stirecinin marker proteini ise LC3 ailesi olarak kabul edilir.
Keratokonus hastalarinin kornea epitelinde LC3 proteinleri ekspresyonu yine hem
periferde hem de koni bolgesinde kontrol grubuna gére anlamli olarak daha az
bulunmustur bu da keratokonus patogenezinde otofajik disregiilasyonun ve yetersiz
otofajik aktivitenin rolii oldugunu diistindiirmektedir. Ekspresyonlardaki azalmanin
yalnizca koni bolgesinde degil periferik epitelde de goriilmesi keratokonusun sadece
apeksle sinirli olmayip biitiin kornea epitelini etkileyen bir hastalik olduguna ve altta

yatan olas1 mekanizmanin korneanin biitiiniinii etkiliyor olduguna isarettir.

Literatiirde daha once Igbal ve ark. keratokonuslu hastalarda LC3 ekspresyonunu
incelemis ve keratokonusta ekspresyonda diisiik, orta, yiiksek ekspresyonlar
gostermiglerdir. Fakat ekspresyonu gbzlemlemek i¢in immiinhistokimyasal boyama
metodu kullanilmistir. Az sayida hasta ve kontrol grubu lizerinde gergeklestirilen
caligmada hastaligin klinik ve topografik ozellikleri ile ekspresyon arasindaki iligki
incelenmemistir (137). Bu ¢alismada ise protein ekspresyonunu gostermede daha
etkili bir yontem olan Western-Blot metodu kullanilmistir ve hastalarin klinik,

demografik ve topografik 6zellikleri ile bu proteinler arasindaki iliski arastirilmistir.

Keratokonus hastalarinda birbirinden farkli morfolojik 6zellikler gosteren koni
bolgesi ve periferik epitel hiicreleri arasinda farkli molekiiler ekspresyon paternleri
de goriilmektedir. Bir arastirmada koni bdlgesinde perifer ile kiyaslandiginda BAX
proteininde artis ve BCL2 proteininde azalma oldugu gosterilmistir. CK3/CK12
pozitif hiicreler koni bolgesinde perifere gore anlamli olarak daha az bulunmustur
(17).

Hepatosit biiylime faktorii (Hepatocyte Growth Factor-HGF) ve reseptori
mezenkimal-epitelyat transition factor (c-met/met) ekspresyonlarinda koni bdlgesi ile

perifer arasinda uyumsuzluklar gosterilmistir (18).

Literatiirdeki bu verilere istinaden farkli morfolojik ve proteomik paternler
gosteren koni epiteli ve perifer epiteldeki protein ekspresyonunun birbiri arasindaki
farkliliklar da bu caligmada incelendi. PINK1 ekspresyonunda koni ve perifer
arasinda farklilik gozlenmedi. Fakat PARKIN ekspresyonu koni bdlgesi epitelinde

perifere gore anlamli olarak daha fazlaydi. Bununla beraber LC3 proteinlerinin
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ekspresyonunun ise periferde koni bolgesine kiyasla daha fazla oldugu tespit edildi.
Bu hastalik siirecinde koni bdlgesinde ortaya c¢ikan mitofajik disregiilasyon ve
yetersiz  otofajik aktivitenin  korneal incelmeden sorumlu olabilecegini
diisiindiirmektedir. Koni bolgesinde fazla eksprese edilen PARKIN, aktiflenmis
mitofajiye isaret ederken LC3 ekspresyonunun koni bolgesinde perifere kiyasla daha
az bulunmasi1 mitofaji siirecinin ileri basamaklarinda gelisen bir defekti gosteriyor

olabilir.

Khaled ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada epitelyal incelmenin apoptozis ile iligkili
oldugu daha 6nce gosterilmistir (100). Koni bolgesinde LC3 ekspresyonunun daha
diisiik olmasi; apoptozise karsi koruyucu bir mekanizma olan otofajinin, Koni
bolgesinde azalarak korneal epitel hiicrelerinde apoptoziste artisa yol agtiginin

belirtisi olabilir ve bunun da korneal incelmeye yol agtig1 diisiiniilebilir.

Benzer sekilde keratokonusta oksidatif stres kaynakli otofajik disregiilasyonu
inceleyen Shetty ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada keratokonus hastalarinda ve
hiicre kiiltiirinde olusturulan oksidatif stres kosullar1 altindaki hiicrelerde LC3,
ATG-5, ATG-7, RAB-7, LAMP1 mRNA’larindaki ekspresyon perifer ve koni
kiyaslanarak arastiritlmig; LC3 mMRNA ekspresyonunun hem koni hem de periferde
kontrol grubuna goére azaldigi gosterilmistir (5). Bu c¢alismada da protein
ekspresyonlar1 degerlendirilmis olup keratokonusta LC3 protein ekspresyonunun da
paralel sekilde hem koni epitelinde hem de periferde kontrol grubuna gére daha az

oldugu gosterilmistir.

Hastalar keratometrik evrelerine gore degerlendirildiginde evre 1-2’de LC3
protein ekspresyonunun periferde koniye kiyasla daha fazla oldugu evre 3’te ise bu
farkin olmadigi gosterilmistir. Bu da yine Shetty ve ark.’nin mRNA ekspresyonunu
incelerken tespit ettikleri; evre 1-2’de periferde LC3 mRNA ekspresyonu koni
bolgesine gore daha fazlayken evre-3’te bu farkliligin izlenmemesi, durumu ile
ortismektedir (5). Bunun sebebi yetersiz otofajik aktivitenin hastaligin baslangig,
gelisim ve progresyonunda rol oynamasi; ileri evre hastalik tablosunda ise bu siirecin
sonuna gelinmis ve hastaligin son halini alarak progresyonun durmus olmasi olabilir.
Mitofaji regiilator proteinlerinde ise evreler arasi bir fark tespit edilememistir. Fakat

tan1 koyma yontemlerindeki gelismeler nedeniyle hastalik son donemlerde daha
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erken evrede tespit edildigi i¢in caligmada ileri evre keratokonus hasta sayist diger
evrelerden daha az sayidadir. Daha genis bir popiilasyon iizerinde daha fazla ileri
evre keratokonus hasta dahil edilerek yapilacak yeni calismalar ile bu bulgular

desteklenmelidir.

Hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olan ve progresyona yol agan degisiklikler ile
hastaligin ileri sathalarinda tespit edilen degisiklikler arasinda farkliliklar olabilir.
Bunun nedenlerini incelerken hastalarin ekspresyon paternlerinin klinik ve
topografik bulgular ile birlikte degerlendirilmesi daha uygundur ve bu yol ile

birtakim ipuclarina ulasilabilir.

Hastalarin protein ekspresyonlar1 diger topografik, klinik ve demografik
Ozellikleri iizerinden analiz edildiginde; Periferik PARKIN ekspresyonu ile Kmaks
degeri arasinda negatif korelasyon goriilmustiir. Hastaligin siddeti arttikca
ekspresyonda azalma goriilmesi mitofaji disregiilasyonuna isaret eder fakat bu
korelasyonun yonii hakkinda sorular bu calismada cevap bulamamaktadir: hastaligin
evresinde ilerleme mi mitofajik/otofajik bozukluklara yol acar yoksa bozukluk

arttik¢a hastaligin evresi mi ilerlemektedir?

Koni bolgesinde Kmaks ile korelasyon tespit edilememistir fakat PARKIN
ekspresyonu bu bolgede yas ile negatif korelasyona sahip goriilmektedir. Daha kii¢iik
yasta ortaya ciktiginda daha agir seyrettigi bilinen keratokonusta yasin azalmasi ile
koni bolgesinde artan PARKIN ekspresyonu ve Kmaks degerinde artis ile periferde
azalan ekspresyon birlikte degerlendirildiginde mitofaji  disregiilasyonunun

progresyon ile iligkili bir gosterge olabilecegi de iddia edilebilir.

Hastalar koni lokalizasyonlarina gore siniflandirilirken subklinik keratokonus
tanisi, keratokonusta lens uygunlugunun degerlendirilmesi gibi alanlarda sagital
haritalardan daha iistlin oldugu gosterildigi icin tanjansiyel kurvatiir haritalar1 temel
alinmigtir (138). Santral, parasantral ve periferik lokalize biitiin gruplarda periferik
ve konik bolge LC3 ekspresyonlari arasinda anlamli farklilik gosterilmisken bu
farkin en anlamli santral lokalizasyonlu konilerde tespit edilmesi, en fazla hasta
sayisinin santral grupta olmasi nedeniyle daha giivenilir bir istatistik teskil

etmesinden kaynaklanabilir. Bu da orneklem sayisi artttkga LC3’lin patogenezde
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oynadig1 roliin daha kuvvetli bir sekilde ortaya ¢iktigin1 gostermesi agisindan
onemlidir. Lakin keratokonusta santral, parasantral ve periferik konilerin sadece
farkli yerlesime sahipligi degil arada proteomik farkliliklar bulunan alt tipleri isaret
ediyor olabilecegi de akilda tutulmalidir. Gelecekte bu tiplendirmeler {izerinden

yapilacak daha genig kapsamli arastirmalar bunu ortaya ¢ikarabilir.

Otofaji yalnizca oksidatif stresten degil biiyiime faktorleri, glukoz metabolizmasi,
beslenme ve diger stres faktorlerinden de etkilenmektedir (104). Bu ¢alismada
oksidatif stres markerlart incelenmemistir. Gelecekte bu konuda yapilacak
calismalarda tespit edilecek degisikliklerin standardize edilebilmesi i¢in hastalarda
ve kontrol grubunda korneal oksidatif stres belirtegleri de birlikte incelenerck daha

spesifik sonuglar elde edilebilir.

[laveten otofaji proteinleri ile iliskili calismalarda yapilan &lgiimler otofajik akisi
veya steady state’i 6lgmeye yonelik ayri bilgiler onermektedir. LC3 ailesinin western
blot yontemi ile gosterilmesi bu proteinlerin steady state durumunu belirlemeye
yoneliktir (104). Bu da sonuglarin yorumlanmasinda kisitlilik yaratmaktadir. Daha

kapsamli protein ekspresyon ¢alismalari yapilmasi yararli olacaktir.

Daha oOnce literatiirde bu calismada incelenen proteinlerin gen ekspresyon
paternlerini inceleyen calismalar mevcuttur (5, 9). Calismada bu yiizden gen
ekspresyon analizi gerceklestirilmemistir. Fakat olasi farkliliklar1 daha belirgin
sekilde ortaya koyabilmek icin gelecekte bu proteinler ile ilgili yapilacak
caligmalarda mRNA gen ekspresyonu ile protein ekspresyonunun birlikte ¢alisilmasi

diistiniilebilir.

Mevcut ¢alismada keratokonus hastalarinda epitel koni ve perifer seklinde
ayrilarak incelenmis fakat hastalik belirteglerinin normal kornea epitelinde farkl
olmayacag diislincesiyle kontrol grubunun saglikli bireylerinden kornea boyle bir
ayrim yapilmadan alinarak biitiin olarak incelenmistir. Fakat farkli topografik
ozellikler gosteren periferik ve santral korneadaki olasi ekspresyon farkliliklarini da
degerlendirerek daha tarafsiz bir sonu¢ elde edebilmek i¢in gelecek c¢alismalarda
kontrol grubu da santral ve periferik kornea epiteli olarak ayr1 ayr

degerlendirilebilir.
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Cesitli korneal distrofilerde stromada da otofajik disregiilasyon gdsterilmistir
(139, 140). Epitel incelemeleri ile birlikte stromayr da degerlendiren daha ileri

caligmalar keratokonus patogenezini aydinlatmada ek bilgiler saglayabilir.
Sonug olarak yetersiz otofajinin patogenezde rol oynadigi yoniindeki deliller

“gelecekte keratokonus tedavisinde otofaji indiiksiyonu hastaligin progresyonunu

engelleyen alternatif bir secenek olabilir mi?”” sorusunu akla getirmektedir.
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7. SONUCLAR

Keratokonus patogenezi belirsizligini hala korumaktadir. Etiyopatogenezde
One sirilen ¢ok sayida faktor hastalifin  multifaktoryel oldugunu
diistindiirmektedir.

Oksidatif stresin hastaligin gelismesine neden olan ana faktdrlerden biri
oldugu goserilmistir. Oksidan ve antioksidan komponentler arasindaki
dengesizligin tam olarak hangi mekanizma ile keratokonus hastaligin1 ortaya
cikardig1 ya da progresyonuna oldugu ise bilinmemektedir.

Hastaligin ana bulgularindan olan stromal incelme nedeniyle primer
patolojinin stromada oldugu diisiiniilse de epitel dokuda da ¢ok sayida
degisikligin bulundugu gdosterilmis ve stromal degisikliklere yol agan siireglerin
epiteldeki patolojilerden kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Calismamizda keratokonus hastalarinin kornea epiteline odaklanilmis ve ¢ok
sayida hastalikta gilincel olarak arastirllmakta olan mitofaji ve otofaji siirecleri,

marker proteinlerin ekspresyonunu gostermek yoluyla incelenmistir.

. Western Blot analizleri sonucu PARKIN ve LC3 proteinlerinin hem koni hem de
perifer bolge epitelinde kontrol grubuna gore azaldigi gosterilmistir.

Koni bolgesi epiteli ile perifer kornea epiteli kiyaslandiginda koni bdlgesinde
perifere kiyasla PARKIN ekspresyonu daha fazla iken LC3 daha az bulunmustur.
Cinsiyet, allerji Oykiisii, aile Oykiisii ile ekspresyonlar arasinda anlamli iliski
gosterilememistir.

Periferik kornea epitelinde PARKIN ekspresyonu ile Kmaks. degeri arasinda
negatif korelasyon; koni epitelinde ise PINK1 ekspresyonu ile EIKK arasinda
pozitif, PARKIN ekspresyonu ile yas arasinda negatif korelasyon gosterilmistir.
Erken evre keratokonusta perifer-koni arast LC3 ekspresyon farki daha yiiksek
bulunmustur.

. Koni lokalizasyonuna gore gruplamada Perifer ve koni epiteli arast1 LC3
ekspresyonu biitiin gruplarda farkliyken, en fazla santral lokalizasyonda fark

gosterilmistir.
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Evrelere gore kiyaslama yapildiginda erken evrelerde farkin daha yiiksek
bulunmasi otofajik-mitofajik disfonksiyonun hastaligin olusum ve gelisim

evrelerinde rol oynadigini diisiindiirmektedir.
Otofaji ve mitofaji keratokonus patogenezinde etkindir ve defektif

gorinmektedir, mekanizmanin tam olarak ortaya konabilmesi i¢in yapilacak daha

ileri ve kapsamli ¢aligmalara ihtiyag siirmektedir.
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