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OZET

Keratokonus Hastalarinda Comet Assay Analizi ile DNA Hasarinin
Arastirilmasi

Dr. Mehmet Can Hiraali

Keratokonus tiim diinyada geng popiilasyonu etkileyen bilateral, progresif bir korneal
ektazidir. Patogenezi heniiz tam aydinlatilamamistir. Genetik ve gevresel faktorlerin
hastaligin  gelisiminde etkili oldugu distiniilmektedir. Bir¢ok gen lokiisiiniin
hastalikla ilgisi gosterilse de bilinen klasik bir kalittm modeli yoktur. Kontakt lens
kullanimi, kronik g6z ovalama, atopi keratokonusla iliskilendirilmis c¢evresel
faktorler arasindadir. Keratoplastinin en sik uygulandigi hastaliklardandir. Tedavi
secenekleri oldukca simnirlt olsa da gilinlimiizde hastaligin ilerlemesini yavaslattigi

diisiiniilen korneal crosslinking tedavisi ile yiiz giildiiriicii sonuglar bildirilmektedir.

Comet assay, DNA hasarin1 gostermede kullanilan bir jel elektroforez yontemidir.
Duyarli, hizli ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle son zamanlarda siklikla
kullanilmaya baglanmigtir. Literatiirde daha once glokom, katarakt, toksoplazma
retiniti gibi farkli okiiler hastaliklarda DNA kiriklarinin arttigi gosterilmistir.
Keratokonus etyolojisinin aydinlatiimas: 6nemli bir is giicii kaybina neden olan bu
hastalikla ilgili daha fazla bilgi edinmemize ve farkli tedavi seceneklerinin

gelistirilmesine yardimci olabilir.

Biz bu ¢aligmada keratokonus hastalarinda comet assay yontemi ile DNA kiriklarinin
varligini arastirdik. Calismaya 44 keratokonus hastasi ile yas ve cinsiyet uyumlu 41
saglikli birey (kontrol grubu) dahil edildi. DNA analizi i¢in bireylerin periferik
kanindan elde edilen lenfositler kullanildi. Her iki grupta bas uzunlugu, kuyruk
uzunlugu, bas yogunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk
migrasyonu degerlendirildi. Hasta grubunda kuyruk uzunlugu ve kuyruk migrasyonu
saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu

(p<0,05). Ayrica hastaligin bilateral goriildiigii hasta grubunda, tek tarafli goriilen



gruba gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek kuyruk uzunlugu ve kuyruk

migrasyonu saptandi.

Keratokonus hastalarinda artmis DNA hasarinin  gosterilmesi, fizyopatolojide
kiriklara neden olabilecek c¢evresel etkenlerin ve/veya bozulmus DNA tamir
mekanizmalarinin 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismanin ileride bu
konuda yapilacak caligmalara 1s1ik tutacagmi diisiinmekteyiz. Ancak comet
parametrelerinin tam olarak yorumlanabilmesi ve artmig DNA kiriklarinin
patogenezdeki Oneminin anlasilabilmesi igin daha kapsamli galismalara ihtiyag

vardir.

Anahtar kelimeler: Keratokonus, comet analizi, DNA kirigi
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SUMMARY
Evaluation of DNA Breaks in Patients with Keratoconus by Comet

Assay Analysis

Dr. Mehmet Can Hiraali

Keratoconus (KC) is a bilateral, progressive corneal ectasia which mostly affects
young patients all around the world. Although both genetic and environmental
factors are associated with KC, the pathogenesis is still not clear. Even though
several gene locuses are shown relevant to the disease, it does not follow the classical
Mendelian inheritance. Contact lens wearing, atopy and chronic eye rubbing are
environmental factors which associated with KC. It is the leading cause of penetran
keratoplasty. Although the treatment modalities are very limited, there are favorable
reports about corneal crosslinking which may decelerate the progression of disease.
Comet assay is a sensitive, rapid and easy gel electrophoresis method currently used
to demonstrate single and double strand DNA breaks. Previously DNA damage has
been shown with comet assay in ocular diseases such as glaucoma, cataract and
toxoplasma retinitis. With new studies, we may improve new different treatment

modalities for KC, which has a great social and economic impact.

In this study we aimed to evaluate the presence of DNA breaks in patients with KC.
44 KC and 41 age and sex matched controls were included. For DNA analysis,
lymphocytic cells were used which seperated from peripheric blood cells. Several
parameters, including head length, tail length, head intensity, tail intensity, tail
moment, tail migration were evaluated for quantitative analysis for DNA damage.
The increase in the tail length and tail migration was statistically significant in
patients with KC compared with healthy controls group (p<0,05). Also in KC
patients with bilateral disease, the increase in the tail length and tail migration was

statistically significant compared with patients with unilateral disease (p<0,05).

The increased incidence of DNA breaks in patients with KC may show us the role of

environmental factors and/or damaged DNA repair mechanisms in the

Xl



pathophysiology of the disease. We deem this study as promising in shedding the
light on later studies in the same field. Further studies are needed to have a better

understanding of comet parameters and to determine the importance of DNA damage
in KC disease.

Keywords: Keratoconus, comet assay, DNA break
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GIRIS VE AMAC

Keratokonus bilateral ve asimetrik korneal distorsiyonla birlikte, korneal
incelme, irregiiler astigmatizma ve gorme azalmasi ile sonuglanan bir korneal
ektazidir. Genel popiilasyonda ortalama 1/2000 oraninda goriiliir.[1] Her iki cinsiyeti
etkilemesine ragmen bir¢ok calismada erkeklerin kadinlardan daha fazla etkilendigi
gosterilmistir. Etyoloji ve patogenezi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Cevresel,
davranigsal ve multipl genetik komponentler igeren kompleks multifaktoryel bir

patofizyolojisi vardir.[2, 3]

Keratokonusun ortaya ¢ikmasinda genetik ve gevresel faktorlerin karmasik bir
iliskisi vardir. Iyi bilinen cevresel faktorler igerisinde kontakt lens kullanimi, goz

ovalama, atopi, ultraviyole gibi oksidatif stres arttirict etkenler vardir.[1, 4]

Keratokonus hastalarinin biiyiik bir kisminda g¢evresel faktorlerin tetikledigi

genetik bir yatkinlik mevcuttur.[5]

Cogu vakalar sporadik olsa da otozomal dominat ve otozomal resesif gecis
vardir.[6, 7] Keratokonus hastalarinin birinci derece akrabalari normal popiilasyona
gore ¢ok daha yiiksek risk altindadir.[8, 9] Keratokonuslu monozigot ikizlerde
hastalik fenotipinin ¢ok benzer bulunmus olmasi fenotipte de genetik etkinligin

giiclii oldugunu disiindiirmektedir.[10]

Keratokonus tanisinda korneal topografi, konfokal mikroskobi, plasido disk
analizi ve yarik lamba biyomikroskobi biiyiikk oranda yardimci olsa da hafif
semptomlar1 olan genc hastalarda, bulgulardaki ¢esitlilik ve yorumlamadaki zorluklar

taniy1 giiclestirebilmektedir.[11]

Ozellikle bu grup hastalarda spesifik genetik markirlarmn tanimlanmasi
hastaligin tanisi i¢in ¢ok degerli bir bulgu olabilir. Bu da ancak multipl genomik
yaklasimla keratokonusla ilgili lokasyonlarin ve genlerin tanimlanmasiyla

miimkiindiir.[2]



Klinigimizde yaptigimiz ¢alismada, keratokonus tanisi almig hastalarimizdan
ve saglikli goniillillerden aldigimiz tam kandan lenfosit izole edip comet assay
yontemi ile DNA hasar miktarin1 ve oranini belirledik. Comet assay analizi, izole
edilip -20°C’de saklanan hiicrelerin, bazi1 06zel islemlerden gegirildikten sonra
elektroforez yontemi ile genetik materyallerinin gogii esasina dayanilarak yapilan bir
analizdir. Tek hiicre jel elektroforezi olarak da isimlendirilir. Elektroforez sonrasi
hasarli olan genetik materyal saglam olan hiicre g¢ekirdeginden yer degistirmek
suretiyle hiicrede kuyruk benzeri bir yapi olusturur. Bu analiz, saglam ve hasarl
genetik materyallerin birbiriyle iligkisini matematiksel olarak hesaplayarak hiicredeki

hasarl1 genetik materyal (DNA) oraniyla ilgili bilgi vermektedir.

Caligmamizda, keratokonus hastalarindaki genetik hasar analizlerini saglikli
bireylerle kiyaslayarak keratokonus hastalariyla saglikli bireyler arasinda DNA
hasar1 acisindan herhangi bir fark olup olmadigini degerlendirdik. Calismada,
keratokonus hastaliginin patofizyolojisinde DNA tamir mekanizmalarinin ne kadar
oneme sahip oldugunu ve gercekten DNA hasart agisindan saglikli bireylerle
keratokonus hastalar1 arasinda anlamli fark olup olmadigin1 anlamay1 amagladik.
Calismamizin, keratokonus hastalarinin saglikli insanlara gore daha fazla genotoksik
etkenlere maruz kalip kalmadigi konusunda fikir verebilecegini diisiindiik. Bunun
bilinmesi, DNA hasar1 olusturan dis etkenlerden uzak durabilmenin, hastaligin
olusumunu yavaslatabilecegi ya da hastaligin seyrini degistirebilecegi konusunda yol
gosterici olabilir. Ayrica hastaligin etyopatolojisinde DNA hasarinin diger etkenler

igerisinde nasil bir yere sahip oldugunu gosterebilir.

Keratokonus ile ilgili yapilan ¢ok sayida genetik calisma ve ¢ok sayida
sorumlu gen mevcuttur. Bunlarla ilgili kanitlar genelde yetersizdir. Gelecekte
yapilacak genetik c¢alismalara 151k tutmasi agisindan hiicre ¢ekirdegindeki hasarin

boyutunun bilinmesi énemlidir.



GENEL BiLGILER
KORNEA
Embriyoloji

Kornea olusumu, lens vezikiiliiniin yiizey ektoderminden ayrilmasi ile baslar.
Gestasyonel 39. giinde 2 tabakali epitel bazal lamina iizerinde uzanmakta ve 2-3
tabakali endotelden dar aselliller bosluk ile ayrilmaktadir. Periferden gelen
mezensimal hiicreler 7. haftada epitel ile endotel arasindaki bosluga goc¢ eder.
Mezensimal hiicreler sonraki gestasyonel siiregte keratinosit olacak hiicrelerdir ve 7.
haftanin ortasinda tam olmayan 4-5 tabaka seklinde olup hiicreler arasi birkag
kollajen fibril tasirlar. 3. ayda epitel 2-3 kat hiicreden olusurken stroma arkada daha
diizenli olarak 25-30 kat keratositten olusur. ince, diiz olmayan descemet membrani
en arkadaki keratositlerle tek tabakali endotel arasinda uzanir. Bu asamada descemet
membran, stromaya uzanan lamina dens ve endotele komsu lamina lusid olmak iizere
2 zondan olugmaktadir. Descemet membrani biyliyerek dogumda 3mm ile
maksimum kalinliga ulasan fetal ¢izgili zon denen 6zgiin yapiy1 olusturur. Dogum
sonrast yagla birlikte kalinlasmaya devam eden arka ¢izgisiz zon ise homojen,
fibrinograniiler materyalden olusur. 4. ayin sonunda ise On stromanin hiicresiz

bowman zonu olusur.

Anatomi

Kornea, gozii koruyucu roliiniin yanisira ortalama 43D kiricilikla goziin
refraktif  giicliniin ortalama fiigte ikisini olusturur. Korneanin santral iigte biri
neredeyse sferiktir ve normalde ortalama 4mm ¢apindadir. Merkezde ortalama
kalinlik 540pm olup bireyler arasinda farklilik gosterir. Korneanin arka yilizeyi 6n
yiizeyinden daha egimli oldugundan santral kornea periferik korneaya gore daha
incedir. Kornea periferde yassilagir fakat yassilasma simetrik degildir. Yassilagsma
nazalde ve iistte, temporal ve alta gore daha fazladir. Ortalama kornea ¢ap1 vertikal

olarak 11.5mm, horizontal olarak 12mm’dir.



Kornea, her ikisi de trigeminal sinirin birinci (oftalmik) dalindan gelen uzun
posterior silier sinirlerden beslenen subepitelyal ve daha derinde yer alan stromal
sinir pleksuslar1 tarafindan innerve olur. Bu sinir pleksuslarin1 olusturan sinirler
skleral, episkleral ve konjonktival olmak iizere ii¢ diizeyde korneaya girerler.
Periferde uzun posterior silier sinirlerin yaklagik 70-80 dali korneaya girer ve
limbusun 1-2 mm gerisinde miyelin kiliflarin1 kaybederler. Kornea bu sinir
pleksuslariyla viicudun en yogun innervasyona sahip dokusudur. Bu nedenle korneal
abrazyonlar ve bazi keratopatiler agri, refleks lakrimasyon ve fotofobi ile kendini

gosterir.

Fizyoloji

Normal kornea kan damarlarindan yoksundur. Beslenme ve metabolik atiklarin
uzaklastirilmasi esas olarak arka yiizeyde humor akdz, on yiizeyde goz yasi film
tabakasi ve kapak damar yapisi tarafindan saglanir. Epitel hiicreleri, stromal
keratositler ve endotel igin birincil metabolik madde glikozdur. Stroma, glikozu
humor akézden endotelden gegen tasiyici aracili transport ile alir. Epitel ise glikozu
stromadan pasif diflizyonla alir. Preokiiler géz yasi tabakasi ve limbal damarlar

kornea glikozunun yaklasik %10’unu saglar.

Glikoz korneada her ii¢ metabolik yolla metabolize edilir. Bunlar trikarboksilik
asit (TKA) siklusu, anaerobik glikoliz ve heksoz monofosfat (HMF) yoludur. Epitel
ve endotelde glikozun %35-65’i HMF yoluyla yikilirken, keratositlerde HMF
yolunun 6nemli bir enzimi olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz bulunmadigindan
stromal keratositler bu yolla ¢ok az glikoz metbolize eder. TKA siklusu endotelde
epitele gore daha etkindir. Glikolizin son iiriinii olan piriivik asit ya aerobik sartlarda
CO2 ve H2O’ya ya da anaerobik ortamda laktik aside cevrilir. Laktik asit siki
oturmus diisiik oksijen gecirgen kontakt lenslerde oldugu gibi oksijen azlig
durumunda artar. Artmis laktik asit diizeyinin ise artmis ¢6ziinen madde osmotik
yiikiine bagli olarak 6dem veya endotel morfolojisini ve fonksiyonunu degistiren

stromal asidoz gibi zararli sonuglari vardir.



Insan korneasinda yiiksek oranda aldehid dehidrogenaz ve transketolaz vardir,
Bu iki protein korneal stromal ¢oziinebilir proteinlerin %40-50’sini olusturur. Lensin
enzim kristalinlerinde oldugu gibi bu enzimler korneanin optik 6zelligine katkida
bulunur. Ayni zamanda her iki protein kornea hiicrelerini, serbest radikallere ve

oksidatif hasara kars1t UV-B 1sinlarin1 emerek korur.

Histoloji
Kornea histolojik olarak 5 tabakadan olusur:
Epitel

Yaklagik 35um kalinliginda olup, tiim kornea kalinliginin %10’unu olusturur.
5-6 tabakadan meydana gelir. 1-2 sira yiizeyel yassi hiicreler, 2-3 sira genis kanat
hiicreleri, en i¢te kolumnar bazal hiicreler igerir. Kolumnar bazal hiicreler alttaki
bazal laminaya hemidezmozomlarla baglanmistir. Yiizeysel epitel hiicreleri ise
birbirine zonula okludenslerle baghdir. Yiizey ¢ikintilari (mikrovillus ve
mikroplikata) ylizeyel hiicre tabakasinin apikal yiiziinde bulunur. Bu cikintilar
glikokaliks denen filamentéz bir maddeyle ortiilidiir. Glikokaliksin ana yapisini
olusturan miisin glikoproteinlerinin, goz yas: stabilitesini ve kornea ylizey 1slakligin
sagladig1 disiiniilmektedir. Plazma membran proteinleri ve kornea epitel hiicre
lipidleri yogun olarak glikozillenmis olup kornea epitel bazal hiicrelerinin bazal
membrana yapismasini destekleyerek yara iyilesmesinde rol alirlar. Ayni zamanda

korneal enfeksiyonda mikroplarin tutunma yeri olarak da rol alirlar.[12, 13]

Molekiillerin epitelden gecebilmesi iyonik dagilim durumlarina baglidir. Bir
organik molekiiliin epitelden gegebilmesi i¢in yiiksiiz halde bulunmasi gerekir.
Ancak yiiklii molekiil daha rahat stromaya girer. Bu nedenle bir organik molekiil
korneay1 geg¢ip 6n kamaraya girebilmek i¢in fizyolojik pH ve 1sida (yani stromada)

ayrigabilmelidir.[12]

Saglikli bir kornea yiizeyi i¢in sart olan epitelyal kok hiicreler esasen iist ve alt

limbusta yer alir ve muhtemelen Vogt pallisadlarinin igerisinde bulunurlar. Bunlar



ayni zamanda konjonktival dokunun kornea iizerine ilerlemesine engel olan bariyer

gorevi gorlir.[13]
Bowman

Bu tabaka 12pum kalinliginda rastgele dizilmis tip 1 ve tip 5 kollajen liflerden
olusmustur. Bu lifler proteoglikan ve glikoproteinlerden olugan bir matriks i¢inde ag
gibi sarilmiglardir. Hiicre bulundurmazlar ve hasarlandiginda yeniden olusmazlar.
Miyopi diizeltilmesi i¢in uygulanan ekzimer lazer ile, fotorefraktif keratektomi ve

LASEK sirasinda bowman tabakasi uzaklastirilarak kornea diizlestirilir.[12]
Stroma

Toplam kornea kalinliginin %90’ olusturur. Kollajen iireten keratositlerden,
ara maddeden ve kollajen lamellerinden olusur. Kollajen fibriller 6n 1/3’te oblik
lameller, arka 2/3’te paralel lameller olusturur. Kollajenlerin bu lameller yapisi ve
diizeni korneanin saydamliginin olusmasini saglar. Kollajen fibrillerinin 6dem sivisi
ile birbirinden ayrilmasi korneal bulanikliga neden olur. Tip 1, 3, 5, 6 kollajen igerir.
Ara madde kollajen fibriller aras1 uzanan proteoglikanlardan olusur. GAG bilesenleri
(kondroitin ve keratan siilfat) olduk¢a yiiklidir ve stromaya sisme Ozelligi
kazandirir. Keratositler hem kollajeni hem proteoglikanlar1 sentezler. Keratositler
onde arkaya gore daha yogundur. Cok sayida golgi, mitokondri ve graniillii
endoplazmik retikulum iceren oldukc¢a aktif hiicrelerdir. Yass1 goriiniimleri ve
koronal dagilimlar1 1s18imn yayiliminda ¢ok az bozukluga neden olur. Stromanin

hasarlanma sonrasi rejenerasyon kabiliyeti yoktur.[12, 13]
Descemet Membran

Kornea endotelinin bazal laminasidir. Gergek bazal laminadir. Kalinlig1 yasla
artar. Anne karninda olusan 6n bantli bolge ve endotele komsu uzanip sonradan
olusan arka bantsiz bolgeden olusur. Bu bolgeler endotelin sentezleme
fonksiyonundan sorumludur. Rejenerasyon kapasitesi mevcuttur. Tip 4 kollajenden
zengindir. Bu tabakadaki periferik birikimler Hassal-Henle cisimcikleri olarak bilinir
ve yaslilarda siktir. Santral birikimlere ise kornea guttata denir ve ilerleyen yaslarda

ortaya ¢ikar.[12, 13]



Endotel

Noral tomurcuktan kdken alan tek sira poligonal hiicrelerden olusur. Bu
hiicrelerin apikal yiizii 6n kamaraya bakarken bazal yiizii descemet membranina
bitigiktir. Geng endotel hiicreleri genis ¢ekirdege ve bol mitokondriye sahiptir.
Endotel hiicreleri fazla siviyr stroma disina pompalayarak yasam boyu korneanin
saydamligin1 saglarlar. Endotel hiicrelerinde mitoz nadirdir ve hiicre sayisi yasla
azalir. Endotel hasarinda iyilesme, hiicre gogii, yeniden diizenlenme ve geriye kalan
hiicrelerin genislemesi seklinde olur. Cerrahi hasar, inflamasyon veya kazanilmis

bazi hastaliklar nedeniyle olusabilecek endotel hiicre disfonksiyonu ve kaybi,

endotelyal yetmezlige, stromal 6deme ve géorme kaybina yol agar.[12, 13]
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KERATOKONUS

Tanim ve Epidemiyoloji

Keratokonus bilateral, non inflamatuar, progresif korneal protriizyon ve
incelmeyle karakterize bir korneal ektazidir. Korneal protriizyon irregiiler
astigmatizma ve miyopi ile birlikte goérmede azalmaya neden olur. Genel
popiilasyonda yaklasik insidansi 1/2.000’dir. Prevelans1 8.8-229/100.000’dur.[3]
Cogu vaka sporadik olsa da az sayida hastada aile dykiisii vardir. Genel olarak geng
yaslarda ortaya ¢ikan ve 4. dekada kadar progresyon gosterebilen bir hastaliktir.[14,
15]

Tiim olgularda sadece topografik diizeyde de olsa her iki goz etkilenmistir.
Baslangicta tek tarafli gorme azligi ile kendini gosterir. Hastaligin asimetrik 6zelligi
nedeniyle diger gozde gérme genelde Gnemsenmeyecek bir astigmatizmayla birlikte
normaldir. Diger gézde keratokonus gelisimi i¢in en yiiksek risk tani aldiktan sonraki
ilk 6 aydir fakat 16 yil igerisinde diger gozde keratokonus olusma ihtimali
%50°dir.[13]

Patogenez

Keratokonusun patogenezi tam olarak anlagilamamigtir. Multifaktoryel bir
hastaliktir. Hastaligin patogenezinde ¢esitli ¢evresel ve genetik faktorler birlikte rol
alirlar. G6z ovusturma, kontakt lens kullanimi, atopi, UV-B maruziyeti gibi etkenler

keratokonusun etyolojisi igerisinde yer alir.[15, 16]

Keratokonusun bazi sistemik hastaliklarla iliskisi bilinmektedir. Bunlar
icerisinde Down sendromu, Turner sendromu, Ehler-Danlos sendromu, Marfan
sendromu, osteogenezis imperfekta , mitral kapak prolapsusu, mental retardasyon
sayilabilir. Bu hastaliklarla keratokonus arasinda sebep sonug iligkisi kurmak zordur.
Bu durum keratokonus etyopatogenezinin ne kadar karmagsik oldugunu
gostermektedir. Fakat bu tiir genetik hastaligi olan hastalarda yapilan sitogenetik
caligmalar, keratokonus ile ilgili kromozomal translokasyonu anlayabilme agisindan

biiyiik 6neme sahiptir.[1]



Okiiler hastaliklardan ise vernal konjonktivit, mavi sklera, aniridi, ektopia
lentis, retinitis pigmentoza, Leber’in konjenital amorozisi ile birlikteligi olabilir.[3,
13]

Keratokonusun histopatogenezinde 3 klasik 6zellik vardir. Bunlar; korneal
stromanin incelmesi, bowman tabakasinda kiriklar, epitel bazal membraninda demir
depolanmasidir. Ayrica epitelyal incelme, stromal kollajen fibril yogunlasmasi, derin
stromal skarlasma ise keratokonustaki diger histopatolojik ozelliklerdendir.
Descemet membranda etkilenme (catlak, ayrilma) akut hidrops disinda nadirdir.
Keratokonus hastalarinde genelde endotelde belirgin etkilenme olmaz. Fakat bazi
caligmalarda endotel hiicrelerinde pleomorfizm, polimegatizm, dejenerasyon , hiicre

membran lizisi gosterilmistir.[17, 18]

Keratokonusun patogenezinde biyokimyasal mekanizmalarin da rolii vardir.
Eski ¢alismalar keratokonusta korneal kollajen yapisinin degismedigi yoniindeydi.
Son calismlar ise proteaz ve diger katabolik enzimlerdeki artis ve proteaz
inhibitorlerinde azalma nedeniyle gergeklesen yikim sonucu stromal kayip gelistigi

yoniindedir.[1, 19]

Keratokonusta korneal epitelyal abrazyon ve subepitelyal ablasyonun da eslik
ettigi On stromal keratosit hiicrelerindeki kaybin apoptotik hiicre oOlimi ile
gerceklestigi gosterilmistir. Hem kornea epiteli hem kornea endotelinde IL-1 tiretimi
ve IL-1 reseptor ekspresyonu artmistir. Bunun sonucunda keratosit 6liimil artar,

keratosit kemotaksisi azalir.[20]

GOz ovusturma, atopi, kontakt lens kullanimi gibi mikrotravmalarda da
epitelden IL-1 salimmi artmigtir. Dolayisiyla mikrotravmaya bagli keratokonus

olusumunda IL-1 artigina bagl apoptotik Keratosit 6liimiiniin rolii vardir. [21, 22]

Keratokonusta, korneal stromal fibroblastlarda siiperoksit, reaktif oksijen
tirleri ve reaktif nitrojen trlinleri yiiksek diizeydedir. Artmis hidrojen peroksit
diizeyiyle birlikte katalaz aktivitesi normal degerlere gore daha yiliksek

bulunmustur.[23]



Keratokonusta, korneada oksidatif hasara sebep olan, lipid peroksidasyonunda
artis ve nitrik oksit yolunda bazi anormal ve defektif enzimlerin varligi gosterilerek
kaskad hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Oksidatif ve sitotoksik {irtinlerin birikmesi gesitli
korneal proteinlerde degisiklige sebep olmaktadir. Bunun sonucunda apoptozis,
sinyal yollarinda degisiklik, artmis enzim aktivitesi, fibrozis gibi olaylar1 igceren bir
kaskad baslamaktadir. Keratokonus hastalarinda veya keratokonus olusumunu
onleme acisindan saglikli insanlarda koruyucu amagh oksidatif stresi minimalize
etmek etkili olabilir. Ultraviyoleye kars1 koruyucu giines gozligii veya kontakt lens
takmak; mekanik travmayi (ovalamak) azaltmak; suni gozyasi, non steroid anti-
inflamatuar 1ilaglar ve allerji tedavisiyle kornea yiizey konforunu artirmak

keratokonusa karsi koruyucu etkiye sahiptir.[24]
Genetik

Keratokonus ¢ogu zaman sporadik olarak goriilse de %6-10 oraninda aile
hikayesi vardir. Otozomal dominant veya otozomal resesif gegis gosterebilir. OD
kalitimda farkli fenotiplerin goriilmesi geg¢is penetransinin tam olmadigini
gostermektedir.[25] Ayrica inflamasyon ve apoptozis gibi hiicresel yolaklarin da
keratokonus gelisiminde etkisi vardir.[26] Korneal enzim aktivitesinde anormallikler

de keratokonusta kesin olmayan degisikliklerdendir.[27]

Birgok goz hastaliginin genetik bir temeli oldugundan, hastaliktan sorumlu
genlerin tanimlanmasi, hastalig1 erken tanima ve tedavi edebilme olanagi tanimasi
acisindan 6nemlidir. Bu ylizden arastirmalar hastaliklardan sorumlu genleri bulmaya
dogru yogunlasmistir. Keratokonus hastaliginin da genetik zeminli bir hastalik
oldugu diistiniildiigiinden sorumlu geni bulmak ve hastaligi erken tespit edebilmek
amactyla c¢ok sayida genetik arastirma yapilmistir. Yapilan kompleks genetik
aragtirmalar sonucu keratokonus hastaligina duyarlilikta genetik anormalligin 6nemli
rol oynadig1 gosterilmistir. Keratokonusta son yapilan genetik caligmalarda farkl
popiilasyonlarda goriilen 17 ayr1 gen lokasyonu tanimlanmistir. Bu da keratokonus

genetiginin ne kadar heterojenik oldugunun gostergesidir.[28]

Keratokonusta genetik ¢alismalar yapilirken aday genler genellikle, kornea

gelisiminde fonksiyonu oldugu bilinen genler ve daha 6nce korneal distrofi gibi bazi
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korneal hastaliklarla iliskisi oldugu bilinen genler igerisinden secilir. Keratokonus
olan hastalarla keratokonus olmayan kisilerde, bu se¢ilen aday genler karsilastirilarak

hastaliga neden olabilecek olasi gen mutasyonlarinin hastalifa direk etkisi test

edilir.[28]

Viziiel sistem gelisiminde gorev alan bir proteini kodlayan VSX1 geninin,
kraniofasiyal ve okiiler gelisim siirecinde fonksiyonu vardir. VSX geni embriyolojik
gelisim sirasinda kon opsin gen ekspresyonunu regiile eden transkripsiyon
faktorleriyle iligkili bir gen ailesinin {iyesidir. Retinal bipolar ara ndronlarin
gelisiminde de rol aldigi maymun ve insan korneasindan alinan O6rneklerde
goriilmistiir. Keratokonus hastalarinda bu gende kayip mutasyonlar oldugu (R166W
ve L159M) gosterilmistir.[29] Fakat hayvan c¢alismalarinin sonucu bu genin

keratokonus gelisimindeki etkisinin ¢ok da fazla olmadigi yoniindedir.[30]

Keratokonusta aday genlerden biri DOCK gen ailesinin bir tiyesi olan sitokin-9
ile iliskili DOCKJ9 genidir. Bu gen, hiicre igi sinyal iletiminde rol alan G proteini ile
iligkili CDC42 aktivasyonunda ve GTP/GDP doniisiim aktivasyonunda gorev alir.
Keratokonuslu hastalarda 13q32°deki 8 ayr1 sorumlu gen bdolgesi incelendiginde
DOCKO9 ile ilgili bolgede 3 farkli dizinde mutasyon goriilmiistiir. Diger iki mutasyon
bolgeleri IPO5 (importin 5) ve STK24 (serin/treonin kinaz24) gen lokasyonlariyla
iligkilidir.[31]

Keratokonusta bir diger aday gen TGFB1 genidir. TGFB1 bircok dominant
korneal distrofilerden sorumlu tutulan bir sitokindir. Doku hasar1 ve tamirinde
ekstraselliiler matriks olusumunda etkili bir regiilatordiir. Keratokonuslu hastalarda
bu gende sagma mutasyonlar (G535X) tespit edilmistir.[32] TGFB1 korneal fibrozis
ve skar olusumunda etkili bir sitokindir. TGFf yolagindaki markirlarda olan artis

agir keratokonus olusumuyla iligkilidir.[33]

Mitokondriyal oksidatif stres; yasa bagli fizyolojik korneal degisiklikler,
korneal epitelizasyonun gecikmesi, korneal endotel hiicrelerinin azalmasi, descemet
membranda zayiflik ve keratit, Fuchs korneal distrofi, keratokonus benzeri korneal
disfonksiyonlara neden olan parankimal incelme gibi durumlara Onciiliik

etmektedir[34]. Mitokondriyal sisme keratokonuslu kornealarda gdsterilmistir. Son
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caligmalarda sitotoksik yan triinler, mitokondriyal DNA hasari, oksidatif stres
markirlar (diisiik pH ve/veya H202 gibi) keratokonus korneasinda yiiksek diizeyde
bulunmustur[35]. Ayrica ayristirilarak  incelenmis  keratokonuslu  kornea
fibroblastlarinda normal fibroblastlara gore artmis mitokondriyal disfonksiyon ve
mitokondriyal DNA (mtDNA) hasar1 nedeniyle oksidatif strese karsi artmis bir
duyarhilik vardir.[23] Bu durum, keratokonusun gelisimi ve progresyonunda
MIDNA’nin  etkili oldugunu diislindirmektedir. Mitokondriyal genom iginde
mitokondriyal kompleks 1 (ND1-6) geninde 2 yeni ¢ergeve mutasyonu, VSX1 gen

mutasyonu olmayan keratokonuslu hastalarda gosterilmistir.[36]

20p11.2°deki SOD1 geni, siiperoksit radikallerini metabolize ederek oksijen
toksisitesine karsi koruyucu etki gosteren biiyiik bir sitoplazmik antioksidan enzimi
kodlar. Genin 5’ baglanti bolgesine yakin intron2’de bulunan 7bp’lik delesyon,
keratokonuslu 3 hastada tanimlanmistir.[37] SOD1 mutasyonu daha 6nce amyotrofik

lateral skleroz hastalarinda bulunmus bir mutasyondur.

Keratokonus patogenezinde altta yatan, kollajenin yapisinda, fonksiyonunda ve
embriyolojik gelisim siirecinde birtakim degisikliklerin de rolii olduguna dair
hipotezler vardir. Bu hipotezler 15181nda keratokonus kornealarinda kollajen ile ilgili
COL4A3 ve COL4A4 genlerinin mutasyon analizinde herhangi bir patolojiye
rastlanmamustir. Fakat keratokonuslu hastalarda COL4A3 geninde D326Y, COL4A4
geninde ise M1237V ve F1644F allellerinin sik tekrar1 goriilmiistiir.[38]

Keratokonus kornealarinda keratosit apoptozisi artmigtir. Bu durum
keratokonus gelisiminde apoptotik siirecin de rol oynadigini diisiindiirmektedir.
Apoptozisle ilgili kornea epitelinde ekspre edilen FLG (flaggrin) gen allelinin

azalmig fonksiyonu keratokonus hastalarinin bazilarinda tespit edilmistir.[39]

Epitelden mezenkimal déniisimde rol alan ve IL2 baglanma yerinin negatif
diizenleyicisi olarak gorev yapan bir transkripsiyon faktorii olan ZEB1 gen

mutasyonu da keratokonuslu hastalarda raporlanmistir.[40]

Ailevi gegisli keratokonusu ve erken baslangicli 6n polar katarakti olan

hastalarda miR184 geninin baslangig bolgesinde mutasyon bulunmus olmasi
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keratokonus ve diger goz hastaliklarinda mikroRNA regiilasyonunun 6nemli

olabilecegini diisiindiirmektedir.[41]

GWAS (genomwide association studies) calismasinda keratokonusta risk
olusturan sorumlu genler arasinda IL1B, CDH11, NUB1, COL27A1, HGF (hepatosit
growth faktor) RAB3GAP1 ve LOX genleri de suclanmistir. Ayn1 ¢alismada santral
kornea kalinligr ile ilgili FOXO1 ve FNDC3B genlerinin de keratokonusta énemli bir
risk faktorii olabilecegi soylenmektedir.[42]

5915 kromozomunda bulunan CAST geni kalpastatin sentezinden sorumludur.
Kalpastatin kalpain inhibitoriidiir. SNP geni CAST geninde lokalize bir gendir. Hem
ailesel hem sporadik keratokonus ile iliskili bulunmustur. Diger olas1 sorumlu genler
arasinda TIMP3 ve SPARC geni de vardir. TIMPs (metaloproteinaz doku
inhibitorleri ) matriks metalloproteinazlarinin dogal inhibitoridiir ve ekstraselliiler
matriks yenilenmesinin regiilasyonunda denge saglayict rol oynar. TIMP3 geninin

keratokonus hastalarinda farkl bir sekilde ekspre edildigi gosterilmistir.[2]

Farkli genetik ¢alisma teknikleriyle yeni sorumlu genlerin tespit edilmesiyle ve
bu genlerin hiicresel olaylardaki fonksiyonunun daha iyi anlagilmasiyla, keratokonus
patogenezi daha net bilinip daha iyi tedavi sekilleri gelistirilebilir. Bu yiizden

keratokonusun patogenezini ve 6zellikle genetigini bilmek olduk¢a 6nemlidir.

Klinik Ozellikler ve Bulgular

Keratokonus siklikla 13 ile 20’li yaslarin basinda goriilen bir hastaliktir.
Hastalik addlesan yaslardan 30’lu yaslara kadar ilerleme gosterme egilimindedir
fakat ilerleme herhangi bir donemde de goriilebilir. Hastalar genelde bulanik veya
daginik gorme, refraktif degiskenlikten dolay1 sik gozliik cami degistirme sikayetiyle
basvururlar. Ayrica fotofobi, ilerleyici gorme bozuklugu, kamagsma, monokiiler
diplopi ve okiiler irritasyon diger olast semptomlardandir. Hemen tiim olgular

bilateraldir ve bir géz digerinden daha fazla etkilenmistir.[3, 43]

Santral ve parasantral korneal incelme, korneada progresif diklesme ve

protriizyona sebep olmakta ve bu da 6nce regiiler daha sonra irregiiler astigmatizma
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ile sonu¢lanmaktadir. Bazi hastalarda az etkilenen gozde yalnizca yiiksek

astigmatizma bulunur ve bu da hastaligin ilk belirtisi olabilir.[43, 44]

Retinoskopide kirmizi refle kirtlmasi goriiliir. Keratokonusun cok erken

bulgularindandir.
Yag damlasi reflesi keratokonus i¢in anlamli bulgulardandir.

Rizutti isareti, temporalden yansitilan 151k altinda nazal korneada konik reflenin

alinmasidir.

Sekil 2: Rizutti isareti

Munson isareti, hasta asagi dogru bakarken alt goz kapaginin kabarik

goriilmesidir.
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Para-central Corneal Thinning

Sekil 3: Parasantral korneal incelme ve Munson isareti

Munson isareti ve Rizutti isareti ileri keratokonus bulgularidir.

Epitelyal demir (homosiderin) depozitleri koninin tabanini gevreleyerek
Fleischer halkasini olusturur. Bu halka kahverengidir. Kobalt mavisi filtrede, oblik

ve genis 1sikta en iyi goriliir.

Eve REMNDS.ORG

Sekil 4: Fleischer halkasi
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Arka stromada ince, reliisen ve diizensiz gizgilenmelere Vogt strialar1 denir.

"

Yarik lamba muayenesi ile agiga ¢ikan korneal sinirler goriilebilir.

Globa basing uygulanmasiyla kaybolur.

Sekil 5: Vogt stria

Spontan perforasyon nadirdir. Descemet membranda yirtilma her zaman
olabilir ve akut hidrops denen korneada ani gelisen 6deme neden olabilir. Allerji ve
g6z ovusturma hidrops icin risk faktoriidiir. Korneal beyazlagma ile birlikte gérme
ani diiser. Arka korneadaki ¢atlak genelde kendiliginden 6-12 haftada kapanir.
Korneal 6dem kaybolur fakat stromal skar kalici olabilir. Baz1 hastalarin gérmesi,

gelisen skarin boyutuna ve lokalizasyonuna gore hidropsun gerilemesiyle artar.|[3,
45]

Sekil 6: Regrese olmus korneal hidrops
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Bowman tabakasindaki fokal yirtilmalara sekonder subepitelyal ve 6n stromal

skarlar olabilir.

Sekil 7: Korneal stromal skar

Keratokonus klinikte bazi hastaliklar ve durumlarla birlikte goriilebilir. Bunlar
arasinda Down sendromu, Turner sendromu, Marfan sendromu, Leber’in dogumsal
korliigi, atopik hastaliklar (vernal konjonktivit, bronsiyal astim, atopik dermatit), bag
dokusu hastaliklart (Ehler-Danlos sendromu, kollajen doku hastaliklart), g6z
kiiresine direkt basi (sarkik kapak sendromu, kontakt lens kullanim, sik g6z kasima),
mitral kapak prolapsusu, osteogenezis imperfekta, mental retardasyon, mavi sklera,

aniridi, ektopia lentis, retinitis pigmentoza sayilabilir.[1, 46]

Korneal Goriintiileme

Otorefraktometri ve keratometri Olgtimleri ile dik bir kornea, yiiksek
astigmatizma, deforme olmus bir kornea tespit edilebilir. Diizensiz miyopik
astigmatizma, +48D’den biylik keratometrik deger en belirgin saptanabilecek
bulgulardir. Bu yiizden otorefraktometri ve keratometri basit, ucuz bir baslangi¢

6l¢iim olarak keratokonus tanisinda yer almaktadir.
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Bilgisayarli videokeratografi, keratokonus tanisinda ilk olarak 1980’lerde
kullanima girmistir. ilk sistemler plasido disk goriintii analizi ile 6n korneal egrilik
Ol¢iimlerinden olusan haritalar igermektedir. Keratokonusta plasido tabanli
topografide diizensiz halkalar, alt kadranda diklesme, pakimetri haritasinda

parasantral incelme goriiliir.[47]

Daha sonra keratokonus ile normal gozlerin ve diger hastaliklarin
ayirdedilmesi amaciyla ¢esitli indeksler gelistirilmistir. [6rn:KISA (keratometrik
deger, inferior diklesme, superior diklesme, astigmatizma) indeks].[48]

Refraktif cerrahinin 1990’larda ortaya ¢ikmasiyla iyatrojenik ektazi ve
keratokonus vakalar1 artmistir.  Bununla beraber subklinik keratokonusun erken
taninmas1 amaciyla yeni tani testleri gelistirilmistir. Orbscan (Bausch and Lomb,
Rochester, NY, USA), vyarik lamba tarama teknolojisi kullanilarak iretilmis
keratometrik haritaya ek olarak genis alanda pakimetrik Ol¢iimleri, on ve arka

elevasyon Ol¢iimleri igeren bir tarama cihazi olarak gelistirilmistir.[49]

Scheimpflug prensibi kullanilarak Pentacam (Oculus, Wetzlar, Germany)
cithaz1 gelistirilmistir. Bu cihaz korneay1 ii¢ boyutlu olarak haritalandirma imkamn
sunmaktadir. Bu ii¢ boyutlu haritalar 6n ve arka korneal yiizey Ol¢timlerini,
pakimetrik 6l¢timleri, 6n kamara ac¢1 6l¢limlerini igerir. Pentacam’in en dikkat ¢ekici
ozelligi ise Belin/Ambrosio gelistirilmis ektazi gostergesidir. Bu gosterge kiigiik
elevasyonlar1 daha belirgin bir sekilde gostererek subklinik keratokonusu daha erken

tanima imkan1 sunmaktadir.[50]

Korneal topografi ile subklinik keratokonus tespit edilebilir. Konus sekli,
biiyiikliigii, lokalizasyonu belirlenerek siniflama yapilabilir. Progresyon takibi
yapilabilir. Kontakt lens se¢imi i¢in gerekli bilgiler sunar. Crosslinking, keratoplasti,

intrakorneal halka tedavisi kararinda yol gostericidir.

Son gelismeler, Ocular Response Analyzer (Reichert Inc, Depew, NY, USA)
cihazi araciligiyla aberasyon profilleri olusturarak keratokonusta korneal
biyomekanigi anlama iizerine odaklanmistir. Bu yontemle korneal histeri ve korneal
direng faktér kavramlar1 bulunmustur. Yapilan ¢alismalar kirilgan kornealarin giiclii

kornealara oranla ektaziye daha hassas oldugunu gostermistir. Keratokonuslu
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gozlerde, normal gozlere gore ¢ok daha yiiksek oranda aberasyon uyarist (korneal

histeri) ve diisiik korneal direng faktorleri saptanmistir.[51, 52]

Keratokonuslu gozlerde 6n ve arka ortalama keratometrik degerlerin ve arka
ylizey asferitesinin anlaml farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu yiizden keratokonus

tanisinda ortalama keratometrik degerler yaninda arka keratometri ve asferitesi de

dikkate alinmalidir.[53]

Farkli cihazlarla keratokonus ve saglikli gozlerde vyapilan Olgiimler
degerlendirildiginde; keratokonusta saglikli gozlere gore farkli olan en duyarl
parametreler 6n kamara derinligi ve korneal histeri degerleri, en az duyarli parametre
korneal voliim olarak bulunmustur. En spesifik parametre korneal astigmatizma, en
az spesifik parametreler ise 6n kamara derinligi ve ortalama keratometrik deger

olarak bulunmustur.[54]

Smiflama

Keratometrik Siniflama:[55]

Hafif: Ortalama K degeri <47D

Orta: Ortalama K degeri 47 — 52D

Agir: Ortalama K degeri >52D

Korneanin Koni Sekline Gore Siniflama:

Yuvarlak Tip: 5Smm’den kii¢iik merkezi veya perifer yerlesimli kon

Oval Tip: 5-6mm boyutunda, oval sekilli kon

Globus (genis) Tip: 6mm’den biiyiik kon. Korneanin %’{inii kapsar.
Amsler-Krumeich Siniflamasi:

Evre 1:

5 D’den az astigmatizma ve/veya miyopi
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Ekzantrik diklesme

48D’den diisiik ortalama K degeri
Evre 2:

5 — 8D arasi astigmatizma ve/veya miyopi

48 — 53D aras1 ortalama K degeri

Korneal skar dokusunun olmamasi

En ince kornea kalinligi 400um’den fazla
Evre 3:

8 — 10D aras1 astigmatizma ve/veya miyopi

53D iizeri ortalama K degeri

Korneal skar dokusunun olmamasi

En ince kornea kalinligi 300 - 400um arasi
Evre 4:

Refraksiyon alinamiyor

55D iizeri ortalama K degeri

Santral korneda skar dokusu

En ince kornea kalinlig1 200pum
Klinik - Videokeratografik Siniflama[56]

1-) Keratokonus; yarik lamba mikroskobide stromal incelmenin yanisira bir

veya daha fazla Vogt stria, Fleischer halkasi, Munson isareti, yag damlasi isareti,

retinoskopide makaslama reflesi gibi klinik bulgularin eslik etmesidir. Ayrica

topografide radyal aksta kaymayla birlikte olan tipik asimetrik papyon paternin

olmasidir.
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2-) Erken keratokonus; yarik lamba mikroskobide keratokonus bulgusu
yoktur. Dilate pupilden retinoskopi ile makaslama reflesi goriiliir. Tipik topografik
bulgu (radiyal aksta kaymayla birlikte olan asimetrik papyon paterni) eslik eder.

3-) Keratokonus siiphesi; yarik lamba mikroskobi ve retinoskopi bulgusu
yoktur. Sadece tipik topografi bulgusu (radiyal aksta kaymayla birlikte olan asimetrik

papyon paterni) vardir.

Tam

Keratokonusun erken tanisi santral ve parasantral kornea konturlarinin
belirlenmesi ile konur. Hastaligin ilk belirtisi alt korneanin diklesmesidir. En 6nemli
klinik ozelligi ise irregililer astigmatizmadir. Korneanin belirli bir bolgesindeki
progresif diklesme korneanin alt ve iist bolgeleri arasinda asimetriye, yiiksek sirali
aberasyonlara ve gorme kalitesinde azalmaya yol acar. Tanida keratometrik dl¢timler
yetersizdir. Hasta yukari baktirilarak alinan oOlgiimlerde alt korneal diklesme
saptanabilir. Plasido diskle topografik bilgiler elde edilebilir. Fakat tanida en degerli
yontem bilgisayarli korneal topografidir. Kirmizi ve mavi arasinda degisen renk
haritalariyla keratokonustaki topografik degisiklikler tespit edilebilir. Korneal
skarlar, gegirilmis refraktif cerrahi, kontakt lens kullanimi1 keratokonus ile benzer
goriinlimlere sebep olabilir. Posterior korneal aberasyon degerleri, erken donem
ektazi saptanmasinda ve bu ektazinin diger siipheli durumlardan ayirdedilmesinde
onemli bir parametredir. Clinkii keratokonusta kornea arka ylizey aberasyonlar1 6n
ylizey aberasyonlarindan daha yiiksektir. Subklinik keratokonusun tespit edilmesi
Ozellikle refraktif cerrahi Oncesi onemlidir. Ciinkii bu durumda refraktif cerrahi
sonras1 ektazi riski yiiksektir. Subklinik keratokonusun en erken bulgusu posterior
elevasyondur. Kon bélgesinde dlgiilen pakimetrik degerlerde, korneal incelmenin

saptanmasi da tanida 6nemli yere sahiptir.[57]

Ayirict Tam

Pellusid Marjinal Dejenerasyon
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Alt periferik korneada incelme ve korneanin inceldigi bélgedeki bant {izerinden
one dogru biiyliyerek diklesmesi ile karakterize, korneanin saydam oldugu, nadir,
progresif ve idiyopatik bir korneal dejenerasyondur. Bilateral olup ailesel gegis
gostermeyen bir hastaliktir. Etyolojisi bilinmemektedir. Gérme siklikla kurala uygun
olmayan astigmatizma nedeniyle bazen de akut hidrops ataklar1 ve perforasyon
nedeniyle azalir. Bazen Kkeratokonustan ayirdedilmesi miimkiin olmayabilir.
Keratokonusta diklesme tam olarak maksimum incelme noktasindan olurken pellusid
marjinal dejenerasyonda alt ya da iist kadranda maksimum incelme noktasinin
tizerindeki bolgeden olur. Damarlanma ve lipid birikimi olmaz fakat arka stromada
incelme bolgesinde skar gelisimi goriilebilir. Genellikle 20-40 yas arasi tani alirlar ve

kadin-erkek tutulumu esittir.[43, 57]

Genellikle gozliik ve kontakt lens ile tedavi edilebilir ve erken donemde asil
tedavidir. Fakat kontakt lensin gbze uyumu keratokonusa gore daha azdir. Hibrid
(gaz gecirgen ve yumusak lensler) veya skleral lensler alternatif olarak kullanilabilir.
Bazen Kkeratoplasti de gerekebilir. Keratoplastide incelmenin lokalizasyonu
nedeniyle, greft genis ve limbusa yakin olmalidir. Bu durum cerrahiyi zorlastirir ve
ayn1 zamanda red olasiligini arttirir. Kama seklinde rezeksiyon ve lameller yapisal

greftler alternatif ve yardimei prosediirlerdir.[57, 58]
Keratoglobus

Tiim korneanin anormal olarak ince oldugu, son derece nadir goriilen,
konjenital, bilateral korneal ektazidir. Keratokonus ile genetik baglantisi oldugu
distintilmektedir. Leber’in konjenital amorozisi, mavi sklera, eklemlerde asir1
biikiilebilirlik, sensorindral sagirlik, kiriklar ile birliktelik gosterebilir. Konjenital
glokomda kornea 6demi varligi, megalokorneada ise korneal incelmenin olmamasi

ayirict tanida 6nemlidir.[43, 57]

Korneal ektazi keratokonusun aksine konikten g¢ok globiilerdir. Baslangici
dogustandir. Korneal incelme protriizyonun tepe noktasinda degil yaygindir. Korneal
topografide yaygin diklesme goriilse de periferik korneada daha belirgindir. Kornea
saydam ve normal ¢aptadir. On kamara cok derinlesmistir. Skleral incelme de

bildirilmigstir. Fleischer halkasi, stres cizgileri ve on skarlasma goriilmez. Akut
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hidrops ataklar1 keratokonustan daha seyrektir. Kornea minimal bir travmayla bile

rliptiire olma egilimindedir.[13, 43]

Keratoglobusta gozliik tashihi iyi bir goérme saglar ve travmalara karsi
koruyucu etkisi vardir. Kontakt lensler ve 6zellikle skleral lensler faydali olabilir.
Fakat takilip ¢ikarilmasi sirasinda travma riskini arttirir. Epikeratofaki veya lameller
keratoplasti tedavide diisliniilebilir. Penetran keratoplasti i¢in prognoz diger

ektazilere gore daha diisiiktiir.[43, 57]
Iyatrojenik Ektazi

Refraktif cerrahi sonrasi korneanin progresif olarak 6ne dogru diklesmesi ve
incelmesi sonucu, miyopi ve/veya astigmatizmada artis olmasi ve tashihle gorme
keskinliginde azalma ile karakterize bir durumdur. Genellikle refraktif cerrahi 6ncesi
varolup taninamayan keratokonus veya ablasyon sonrasi rezidiiel stroma kalinliginin
250 mikrondan daha az birakilmasi nedeniyle olusur. Refraktif cerrahi 6ncesi iyi bir
topografik inceleme ve cerrahi sirasinda pakimetrik Olclimlerle rezidiiel kornea

kalinliginin hesaplanmasiyla olusumu engellenebilir.[57]

Tedavide sert gaz gecirgen kontakt lens gorme keskinligini arttirmada
kullanilabilir. Kornea i¢i halkalar, ultraviyole kollajen ¢apraz baglama (UV Cross-

linking) ve derin anterior lameller keratoplasti diger tedavi alternatifleridir.[57]
Yalanci Keratokonus

Sert kontakt lens kullanip lensi korneaya tam santralize olmamis ve genellikle
iste dogru santralize olmus hastalarda goriilebilen bir durumdur. Kontakt lensin
korneayla temas ettigi bolgeler daha diiz, bosta kalan bolgelerin ise daha dik olarak
goriilmesiyle, topografik olarak keratokonus izlenimi verebilmektedir. Korneal

incelme ve diger keratokonus bulgulari eslik etmez.[59]

Tedavi

Refraktif Diizeltme
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Erken evre keratokonusta genellikle refraktif kusurlar gozliikle yeterince
diizeltilerek daha iyi bir gérme saglanabilir. Fakat hastalik ilerledik¢e kornea ylizeyi
bozularak diizensiz astigmatizma olustugundan gozliikk yetersiz kalir ve gérme
kalitesi diiser. Bu durumda kontakt lensler kullanilabilir. Kullanim konforu ve mali
uygunlugu agisindan oOncelikle yumusak kontakt lensler tercih edilir. Fakat daha
sonraki agsamalarda yumusak kontakt lens ile de yeterli gorme kalitesi saglanamaz ve
keratokonusta en sik kullanilan kontakt lens olan sert gaz gegirgen kontakt lenslere
ihtiya¢c duyulur. Sert gaz gecirgen kontakt lensler kornea sekil bozuklugunu
diizelterek daha yiiksek astigmatizmada iyi refraktif diizeltme ve iyi bir gorme
kalitesi saglayabilirler. lyi bir gdzyas1 gecisi saglasa da kullanim1 zor, konforu azdur.
Orta diizey keratokonusta intralimbal sert gaz gegirgen lensler ve miniskleral lensler
kullanilabilir. Biiytik, desantralize konlar igeren daha ileri keratokonusta, kuru goz
hastalarinda ve diger lensleri tolere edemeyen hastalarda skleral lensler kullanilarak
refraktif diizeltme saglanabilir. Piggyback (istiiste lens uygulama) ve hibrid lensler

de keratokonusta kullanilabilecek diger lens segeneklerindendir.[3, 60]

Torik veya sferik intraokiiler lens yerlestirilmesi, iris destekli veya iris
tutturmal1 intraokiiler lens yerlestirilmesi refraktif diizeltme amaciyla uygulanabilen

diger cerrahi alternatiflerdir.

Katarakt cerrahisi uygulanacak keratokonus hastalarinda intraokiiler lens (IOL)
Olciimii ve dogru astigmatik diizeltme saglamak giigtiir. SRK-II formiilii hafif
keratokonusta dogru IOL 6l¢iimii i¢in uygun bir formiil olarak bulunmustur. Fakat
orta ve agir keratokonusta tiim formiiller uygun O6l¢iim i¢in yetersiz kalmaktadir.
Ayrica keratometrik ve aksiyel degerler icin biyometrik Olgiimlerle beraber
topografik dlgiimler de yapilmalidir. Keratokonuslu hastalarda torik IOL’ler tercih
edilebilir.[3, 61]

Korneal ektazide ekzimer lazer kontraendikedir. Fakat fotorefraktif

keratektomi keratokonusta refraktif diizeltme amaciyla kullanilan bir cerrahidir.[62]

Keratokonusta; kollajen crosslinking, fotorefraktif keratektomi ve intrakorneal
halka segment tedavileri farkli kombinasyonlar seklinde birlikte de

uygulanabilmektedir.[63]
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Korneal Kollajen Capraz Baglanma (Kollajen Crosslinking)

Keratokonusun patogenezi daha iyi anlasilmasiyla keratokonusta, kornea
biyolojik yapisinin modifiye edilmesi yoniinde tedavi sekilleri gelistirilmistir.
Keratokonusun progresyonunu durdurdugu gosterilmis kollajen capraz baglanma
tedavisi bu mantikla gelistirilmis bir tedavi yontemidir.[64] Korneanin stabilize
olmast ve diklesmenin azaltilmasi saglanir. Refraktif kusur iizerine etkisi azdir.

Keratometrik degerlerdeki degisikliklerle de direk bir iligkisi yoktur.[65]

Crosslinking uygulamasmin birkag asamas1 vardir. Oncelikle epitelyal
debridman yapilir. Sonrasinda %0.1°lik riboflavin soliisyonu 30 dakika boyunca
kornea iizerine damlatilir. Bu sekilde korneanin fotosensite olmasi saglanir. Isiga
duyarli hale gelen korneaya ultraviyole A uygulanarak serbest radikal olusumu
saglanir. Olusan serbest radikaller korneal kollajen lifler arasinda capraz baglar
olusumunu tetikler. Boylece korneanin giicli arttirilarak korneanin diklesmesinin
yavaglamasi amacglanir. Korneal bulaniklik, enfeksiyon, endotel hasari, persistan
korneal 6dem, korneal dekompansasyon, lens opasitesi, retinal hasar gibi

komplikasyonlar gelisebilir. [66, 67]
Intrakorneal Halka Segment

Korneay1 diizlestirerek miyopik diizeltme saglamak ve daha da Onemlisi
kontakt lens toleransim1 arttirmak amaciyla kornea igerisine yerlestirilen halka
segmentlerdir. Progresif olmayan keratokonusta, santral korneal skar olmamasi ve
minimum pakimetrik degerin 450 mikron olmasi durumunda uygulanabilir.
Kontrolsiiz otoimmiin, kollajen, immiin sistem hastalik varliginda; hamilelik ve

emzirme durumunda kontraendikedir.[3, 57]

Halka segmentler polimetilmetakrilat ve akrilik polimer yapida olabilir.
Halkalar korneal stromaya derin bir sekilde yerlestirilir. Yerlestirilmek iizere
acilacak korneal tiineller manuel, vakum emme sistemi ve femtosaniye lazer ile
acilabilir. Yerlestirilen halkalar 6n kurvatur arkini kisaltarak korneada ortalama 2-3D
kadar diizlesme saglar. Sonu¢ olarak gérme keskinliginde ve  kontakt lens
toleransinda artig goriiliir. Diizlestirici etki kullanilan halka segmentin kalinligina

baghdir. Bu segmentlerden biri Intacs’tir. Periferal korneanin 2/3 6n kismina
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yerlestirilir. Ferrera ya da Keraring ise diger kullanilan halka segmentlerden olup
korneanin orta-derin kismina yerlestirilmek {izere tasarlanmistir. Steril ya da
enfeksiyoz keratit, korneal incelme, segmentin yer degistirmesi, neovaskiilarizasyon,
fotofobi, kuru goz halka segment yerlestirilmesinin olas1 komplikasyonlarindandir.

Gerek goriildiigiinde halkanin tekrar ¢ikarilabilme avantaji vardir.[57, 68]
Keratoplasti

Keratokonusta keratoplasti bazi durumlarda bagvurulmasi geren bir tedavidir.
Kontakt lense ragmen diisiik gérme diizeyi, kontakt lens intoleransi, kontakt lens
takma sorunu, diizeltilemeyen korneal hidrops gibi durumlar keratoplastiye
basvurulabilecek durumlardandir. Genis ¢apli prospektif ¢cok merkezli bir ¢calismada
8 yillik takip siiresinde keratokonus hastalarinin %12’si keratoplastiye gitmistir.
Keratoplasti i¢cin gen¢ yas, daha yiiksek keratometrik deger, diisikk gérme diizeyi,
korneal skar, kontakt lens konforsuzlugu, diisiik gérme diizeyine bagli yasam
kalitesinde diisme daha riskli durumlar olarak gosterilmistir.[3, 69] Diisiik
komplikasyon oraniyla birlikte gorsel ve refraktif sonuglar agisindan penetran

keratoplasti basarili bir yontemdir.[70]

Mikrokeratom yardimiyla yapilan lameller keratoplasti, keratokonusta
basvurulan bir diger cerrahi prosediirdiir. Bu y6tem penetran keratoplastiyle benzer

sonuglar gosterirken endotelyal red olmamasi yontemin énemli bir Gstiinliigidiir.[71]

Son yillarda derin anterior lameller keratoplasti, penetran keratoplastiye 6nemli
bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Bu prosediirde kornea tam kat olarak transplante
edilmez. Descemet membrana kadar epitel ve stroma uzaklastirilir fakat hastanin
kendi endoteli korunur. Donoérden descemet membran ile birlikte alinan epitel ve
stromal doku penetran keratoplasti gibi alict dokuya siitiire edilir. Derin anterior
lameller keratoplasti ekstraokiiler bir cerrahidir ve alicinin endoteli tamamen
korunmustur. Greft reddi riski diistigiinden, greft dmrii daha fazladir. Muhtemel
komplikasyonlari; intraoperatif descemet membran perforasyonu ve bunun
sonucunda penetran keratoplastiye doniis, postoperatif descemet membranda ayrilma,

ara bolgede bulaniklik gelismesi sayilabilir.[72, 73]
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DNA HASARI VE COMET ASSAY ANALIZi
DNA Hasan

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi igin DNA
yapisinin korunmasi olduk¢a 6nemlidir. DNA’nin fonksiyonu yapisindaki bazlar
tizerindeki polar gruplara baglidir. Her bir insan hiicresinin DNA’sinda gilinde
yaklasik 10* adet kodlanamayan veya yanlis kodlamaya neden olan hasar meydana
gelmektedir. DNA {izerinde meydana gelen hasarlari onaran spesifik onarim
sistemleri vardir. DNA onarim kapasitesini asan diizeyde hasar olustugunda veya
DNA onarim sistemleri kalitsal veya edinsel olarak defektif ise DNA hasar1 kisa
siirede replikasyonun durmasina, transkripsiyon ve protein sentezinin durmasina,
proteolitik aktivitenin uyarilmasina, uzun vadede ise mutasyon ve kromozom
anomalilerine neden olur.[74, 75] DNA hasar1 diisiik diizeyde ise onarilir. Agir
diizeyde ise apoptotik siire¢ baglayarak hiicre oliimi gerceklesir. Orta diizeyde

hasarlar ise ¢ogunlukla mutasyon ile sonuglanir.

DNA hasant kendiliginden veya g¢evresel faktorlerin etkisiyle olusabilir. En
o6nemli nedeni baz kaybidir ve bunun sonucunda kayip olan bolgelerde hem

replikasyon etkilenir hem de kolay zincir kiriklar olusur.

Fiziksel ve kimyasal ajanlar DNA hasarina sebep olabilirler. Fiziksel etkenlerin
basinda iyonizan radyasyon gelir. Hem radyasyon enerjisinin direk etkisi ile hem de
radyasyonla agiga ¢ikan enerjiyle olusan hidroksil radikalleri gibi molekiillerin DNA
ile etkilesimi sonucu DNA kiriklar1 olusabilmektedir. Baska bir fiziksel etken UV
isinlaridir. UV 1sinlart ¢apraz baglanmalara, primidin dimerleri olusumuna ve zincir
kiriklarina yol agabilmektedir. Kimyasal ajanlar igerisinde alkilleyici maddeler,
nitroz asit, platinum tiirevleri gibi ¢apraz baglayicilar ve sitokrom P450 sistemi ile
metabolize edilen ksenobiyotikler (aromatik aminler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, aflatoksinler, fenitoin, warfarin, rifampin vb.) sayilabilir. Bu
maddeler de bazlar alkilleyerek, oksitleyerek, capraz baglar olusturarak veya DNA
kiriklar1 yaparak DNA hasar1 olustururlar.

Oksidatif DNA hasar1 endojen olarak bazi tepkimeler sonucu olusan oksijen

radikallerince veya iyonizan radyasyon ve g¢esitli kimyasallarca ekzojen olarak
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olusabilir. Serbest oksijen radikalleri ve nitrojen radikalleri dis yoriingelerinde
ciftlenmemis elektron bulundurmasi nedeniyle DNA ile kolayca etkileserek oksidatif

baz modifikasyonu ve DNA zincir kiriklar1 olusturabilirler.

Comet Assay
Tarihge

Comet assay, hiicrelerde DNA hasarini belirlemek i¢in kullanilan, tek hiicre jel
elektroforezi olarak bilinen, hizli, olduk¢a duyarl, kantitatif bir tekniktir. Spesifik
hiicrelerde DNA hasar1 ilk kez 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan, lam
lizerinde agaroz jel i¢cine gomiilii hiicrelerin hafif alkali ortamda memranlarinin

pargalanmasi sonucu DNA sarmallariin kismi agilmasi saglanarak belirlenmistir.

Tek hiicre jel elektroforezi ilk defa 1984 yilinda Ostling ve Johanson isimli iki
Isve¢’li bilim adami tarafindan gelistirilmistir. Bu teknikte mikroskop lami iizerine
agaroz jel icine gdmiilii hiicreler yogun tuz ve deterjan iceren lizis ¢Ozeltisinde
bekletilerek membranlar: pargalanir. Notr pH’ta kisa siireli elektroforez uygulanarak
yiiksek oranda zincir kirig1 igeren DNA’nin  saglam DNA’ya gore daha hizli anoda
hareket etmesi saglanir. DNA gociiniin miktari, etidyum bromiir boyasi ve floresans
yogunlugunun mikroskopta dlciilmesiyle belirlenir. Fakat ndtr pH’da ¢ift sarmalli
DNA hasart tespit edilip tek sarmalli DNA tespit edilemediginden bu yontemin
kullanimi kisitlanmugtir.[76]

1988 yilinda Singh ve ark. elektroforezi kuvvetli alkali (pH>13) ortamda
uygulayarak bu sorunu asmustir.[77] Giiniimiizde comet assay, Singh ve
arkadaglarinin  gelistirmis oldugu teknigi kullanarak yapilmaktadir. Goriinti
analizleriyle, hiicre niikleusundan go¢ eden DNA kiriklarin olusturdugu kuyruklu
yildiz gériiniimiiniin incelenmesi ve bu goriintii {izerinde baz1 dlgiimlerin yapilmasi
esasina dayanir. En sik olarak da alkali comet assay versiyonu kullanilir. Comet
assay DNA hasar1 6l¢giimiiniin yanisira hiicresel DNA tamir kapasitesi hakkinda da
bilgi verir. DNA tamiri bozulmus veya genetik olarak DNA hasart tetiklenmis

hiicreleri gorme ve hasar oranini belirleme olanagi sunar.[78, 79] Son yillarda comet
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assay, belirli DNA dizilerine spesifik isaretli problar kullanilarak floresan in situ
hibridizasyon teknigi ile birlestirilmistir. FISH comet olarak adlandirilan bu teknikte
dizi veya gen spesifik hasar tespit edilebilmektedir.[80]

Klinik Arastirma ve Comet Assay

Comet assay’in klinik aragtirmalarda kullanilmasi, c¢esitli hastaliklarin
patojenik mekanizmalarinin anlasilmasina 6nemli katki saglamistir. Bazi kalitsal
hastaliklarin prenatal tanisinda, kansere duyarliligin belirlenmesinde, kanser
tedavisinin takibinde kullanilabilmektedir. Diyabetus mellitus, katarakt, glokom, bazi
kornea hastaliklari, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, polikistik over
sendromu ve Alzheimer gibi hastaliklarda artmis DNA hasar1 comet assay ile
gosterilmistir. Postmenopozal kadinlarda hormon replasman tedavisinin, tiryakilerde
sigaranin DNA {izerine etkileri incelenmistir. Reprodiiktif tedavide erkek infertilitesi

mevcut olgularda sperm DNA biitiinliigii yine bu yontemle test edilmistir.
Comet Assay Analizi

Hiicre igerisinde c¢evresel faktorlerin etkisiyle ve normal metabolik siireg
igerisinde DNA hasar1 olusabilmektedir. Kritik genlerdeki tamir edilemeyen hasarlar
hiicrenin kendi fonksiyonlarini yliriitememesine sebep olmakta ve bu da kanser gibi

hastaliklarin olasiliginda artisa sebep olmaktadir.[81]

Comet assay veya tek hiicre jel elektroforez yontemi hiicrede DNA hasar
Olgtimiinde sik¢a kullanilan bir tekniktir. Elektroforetik bir alanda hasarli DNA
fragmanlar1 ve DNA kiriklarinin saglam DNA’dan ayrilmasi esasina dayanir.
Mikroskop altindaki klasik goriintiisti kuyruklu yildiz seklindedir. Bu kuyruklu yildiz
goriintiisiinde, goriintli analiz programlariyla yapilan bazi dlglimler sonrasi gesitli
6l¢lim ve oranlar belirlenir. Oxi-Select Comet Assay, ¢alismamizda da kullandigimiz

hiicresel DNA hasar1 6l¢imiinde kullanilan hizli ve duyarli bir kittir.[81]
Ol¢ciim Sonuclarini Degerlendirme

Niikleustaki saglam genetik materyal kuyruklu yildizin bas kismini, yer
degistiren hasarl1 genetik materyal ise kuyruk kismini olusturur. Bu iki bolge

arasinda degisik dl¢iimlerle DNA hasari sayisal olarak ifade edilir. Kuyruk Momenti
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ve Kuyruk DNA yiizdesi bu analiz sonug¢larindan en sik kullanilanlaridir. Kuyruk
Momenti go¢ eden genetik materyal ve bunla iliskili kuyruktaki DNA miktar1 gz
oniinde tutularak indiiklenmis DNA hasar1 i¢in uygun bir indeks olarak

degerlendirilmektedir.[81]
Comet Analizinde DNA Hasar Seviyesini Etkileyen Faktorler

Saglikli ve tedavi almayan kisilerde DNA hasarini etkileyen faktorler yas, hava
kirliligi, sigara, egzersiz, diyet, cinsiyet, giines 15181, enfeksiyon, mevsim ve meslek

olarak sayilabilir.[82]
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GEREC VE YONTEMLER

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Goz Poliklinigi’'ne Nisan-
Kasim 2014 tarihleri arasinda basvuran hastalardan ¢alismamizin hasta grubuna,
topografik olarak keratokonus kesin tanisi almis 44 hasta ve kontrol grubuna, saglikli
goniillii 41 kisi dahil edilmistir. Calismamiz, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu’ndan onay alinarak yiiriitiilmustiir. Calismamizdaki hasta ve goniilliilerin

Uluslararas1 Helsinki Deklarasyonu’na uygun bir sekilde onami alinmistir.

Poliklinigimize basvuran hastalardan keratokonus siiphesi olan hastalara,
Snellen eseli kullanilarak gérme muayenesi, otorefraktometre ile refraktif ve
keratometrik degerlendirme, havali tonometre ile goz i¢i basing Slgiimleri yapildi.
Her hastanin isim, yas, cinsiyet, sigara kullanimi, meslek, sistemik hastalik oykiisii,
g0z travma Oykiisii, goze ila¢ kullanim durumu, gegirilmis géz cerrahisi oykiisi, kisa

anamnez bilgisi, 151k kaynagi ile bakilan 11k refleksleri yazili kayit altina alindi.

Calismamizda tiim hastalara; klinik, otorefraktif ve keratometrik sliphe sonrasi
kesin tan1 koymak amaciyla Pentacam topografik 6l¢iimii yapildi. Gozliige ragmen
az gorme, giderek ilerleyen gozliik numarasi, bulanik gérme gibi keratokonus
sliphesi uyandiran, yas itibariyle uyumlu olan ve astigmatizmasi olup keratometrik
degerleri yliksek olan hastalarimizdan Pentacam bulgulariyla da destekledigimiz

hastalarimiz keratokonus tanis1 aldi.

Hasta ve goniillii grubundan alinan onam sonrasi her hasta ve goniilliiden
5ce’lik steril tek kullanimlik enjektorler kullanilarak ortalama 3-4cc, 2 ayr1 EDTA
iceren hemogram tiipline ayristirilmak tizere kan alindi. Alinan kan 6rnekleri dogru
analiz amaciyla hi¢ bekletilmeden uygun lenfosit izolasyonu ve sonrasinda comet
assay analizi yapilmak {izere Pamukkale Universitesi Fizyoloji Béliimii
Labaratuari’na iletildi. Bu boliimdeki yetkili kisilerce analiz yapilmak iizere kan

ornekleri isleme alindi.
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CALISMAYA DAHIL EDILME KRiTERLERI

Hasta

Topografik olarak keratokonus kesin tanisi alma

15-55 arasi yas

Baska g6z hastalig1 olmamasi

Onam alinmast

Kontrol

15-55 arasi yas

Topografik olarak keratokonus ve diger korneal ektazilerin olmamasi
<2 D refraktif kusur disinda herhangi bir goz hastaligi olmamasi

Diyabetus mellitus, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik, serebrovaskiiler

hastalik, malignite gibi sistemik hastaliklarin olmamasi

Onam alinmasi

DISLANMA KRITERLERI
Hasta
Keratokonus siiphesi ve subklinik keratokonus

Yogun radyasyon, ultraviyole, kimyasal oksidatif etkenlere maruz kalma riski

yiiksek meslek gruplar1 (radyoloji teknisyenleri gibi)
Kontrol

Yogun radyasyon, ultraviyole, kimyasal oksidatif etkenlere maruz kalma riski

yiiksek meslek gruplar1 (radyoloji teknisyenleri gibi)
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Keratokonus, keratokonus siiphesi, erken keratokonus Ve subklinik

keratokonus

COMET ASSAY PROTOKOLU
Temel Metodoloji

Basit, hizli, duyarli olmasi, farkli hiicre tipi ve farkli DNA hasar c¢esitlerine
uygulanabilmesi, radyoaktif isaretleme gerektirmemesi nedeniyle DNA hasar
Ol¢iimiinde comet assay siklikla tercih edilen bir yontemdir. Mikroskop lami
tizerindeki agaroz jel icine gomiilii hiicrelere, zarlarinin parcalanip ¢ekirdekte
bulunan siiperkoil DNA’nin serbestlesmesi i¢in lizis islemi uygulanir. Lizis islemi
sirasinda serbestlesen DNA, 1s18a karst hassas oldugundan bu asamadan sonra ilave
kirik olusumunu tetiklememek i¢in islemler karanlik odada veya gece lambasi altinda
yapilir. Alkali ortamda siiperkoil yap1 gevseyerek acilir ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi
saglanir. Daha sonra elektroforez yardimiyla kirilmis DNA zincirleri anoda dogru
goc ederek kuyruklu yildiz goriintiisii olusturur. Lamin kenar boliimiinde yer alan
DNA'’larin daha yiiksek oranda hasarli oldugu bilindiginden, comet sayimi lamin orta

bolimii dikkate alinarak ayni kisi tarafindan yapilir.[83, 84]
Basamaklar
Hiicresel Materyal Hazirlanmasi

Kiiltire edilmis hiicreler, tam kan 6rnekleri (polimorf 16kositler, mononiikleer
hiicre fraksiyonlar1), primer insan fibroblastlari, doku ornekleri materyal olarak
kullanilabilir ve herbirinin hazirlanmasi spesifiktir. Tam kan o6rneklerinde DNA
hasar calismasinda heparinize kan kiiltiir ortamina alinir, diisiik erime sicakligi olan
agaroz 1ile karistinllarak kullanilir.  Lenfosit ve mononiikleer hiicrelerde
(¢alismamizda lenfosit kullanilmistir) ¢alisilirken hiicre fraksiyonlar: histopak ile
izole edildikten sonra kullanilir. Fibroblast ve ¢esitli doku orneklerinde ise tripsin-
EDTA ile muamele edilerek Once proteinler uzaklastirilir. Bu on islemlerle
serbestlesen hiicreler daha dnce agaroz jel ile kaplanmis ve numaralandirilmis lamlar

tizerine uygulanir.[83]
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Mikroskop Laminin Hazirlanmast

Bu islem sirasinda en 6nemli hedef tiim islemler tamamlanincaya kadar jelin
bozulmadan kalip mikroskobik inceleme sirasinda temiz ve net bir gorilintliniin
saglanabilmesidir. Deneyden bir giin 6nce normal erime sicaklifindaki agaroz jel
mikroskop lamina boydan boya yayilarak 6n kaplama yapilir ve bu kaplama bir gece
kurumak iizere bekletilir. Ertesi giin diisiik erime sicakligindaki ikinci bir agaroz jel
icinde siispanse edilmis hiicreler 6n kaplama yapilmis lam iizerine yayilarak hiicreler
iki agaroz jel tabakasi arasina gomiilmiis olur. Agaroz jel yogunlugu ve hiicre
konsantrasyonu dogru sonug icin dnemlidir. Her gozlem alaninda hiicre sayis1 birkag
taneden fazla olmamalidir. Yiiksek agaroz yogunlugu da DNA go¢ hizim

etkileyebilir.[85]
Lizis

Agaroz jel dondurulduktan sonra yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan
iceren lizis ¢ozeltisinde 1 saat bekletilir. Lizis sirasinda kan ve doku drneklerinde
bulunan eritrositlerin pargalanmasiyla ac¢iga ¢ikan demire bagl serbest radikal aracili
DNA hasarimi 6nlemek igin lizis ¢6zeltisine %10 oraninda dimetil siilfoksid eklenir.
Lizis ile hiicre membrani pargalanir ve hiicre igerigi ¢ekirdekten uzaklastirlir. DNA
az miktarda non-histon proteinlerle birlikte yiiksek siiperkoil yapida kalir. Lamlar

birka¢ kez yikanarak hiicresel artiklar, kalan tuz ve deterjanlar uzaklastirilir.[85]
Alkali Ortamda DNA Superkoil Yapisinin A¢ilmast

Hazirlanan materyal cift sarmal DNA’nin acilmasi i¢in elektroforez Oncesi
yiksek alkali (pH>13) elektroforez tamponunda ortalama 20 dakika inkiibe edilir.
Cekirdekteki cift sarmal DNA, zincir kiriklarinin bulundugu noktalardan agilmaya

baslar.[85]
Elektroforez

Jel igerisinde olusan tek zincirli DNA’ya alkali kosullarda elektroforez
uygulanarak comet olusumu saglanir. Elektrik akimi uygulandiginda anoda dogru
hareket eden DNA pargalar1 kuyruklu yildiz goriintiisii verir. Yontemin ismi olan

comet bu kuyruklu yildiz goriiniimiinden gelmistir. Hasarsiz DNA ise ¢ekirdekten
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¢ikamamaktadir. Elektroforez islemi 25V, 300mA akimda ve 25 dakika siireyle
uygulanir.[86]

Nétralizasyon

Elektroforez sonrasi jel pH’sinin nétralizasyonu i¢in lamlar uygun bir tamponla
(pH 7,5) 3 kez yikanir. Notralizasyon sonrasi lamlar boyanarak cometler sayilabilir

veya jeller kurutularak daha sonra incelenmek tizere saklanabilir.[85]
DNA Boyanmasi ve Cometlerin Sayilmasi

Cometlerin goriintiillenmesi i¢in isaretleyici olarak en sik floresan boya
etidyum bromiir (¢alismamizda bu boya kullanilmistir) kullanilir. Daha nadir olarak
non-floresan boya olan giimiis nitrat kullanilir. Etidyum bromiir ile boyama sonrasi
floresan mikroskobunda anoda go¢ eden DNA fragmanlar1 kuyruklu yildiz, hasarsiz

DNA ise spot goriiniimii verir.[85]
Comet Sayimi ve DNA Hasarinin Belirlenmesi

Sayim icin gorsel analiz veya bilgisayarli goriintii analizi yapilabilir. Gorsel
analizde, farkli hasar derecelerini gosteren cometler insan gozii ile kolayca
ayirdedilebilir. DNA gb¢ uzunluguna goére cometler 5 kategoriye ayrilir. Parlak bash
objeler ve goriinmeyen kuyruklar (kuyruksuz spot seklinde goriintii) “0” kategorisi
(hasarsi1z), cok kiiglik basli cometler ve uzun dagmik kuyruklar 4. kategoriye (ileri
diizeyde hasarli) girer. 0-4 arasindaki kategoriler ise kolayca ayirdedilebilen 1, 2 ve
3. kategorileri olusturur. Sayma iglemi i¢in her lamdan rastgele 100 comet segilir. Bu
cometler 0-4 arasi kategorize edilerek her kategorideki comet sayisi belirlenir. Daha

sonra spesifik formiillerle DNA hasar1 belirlenir.[85]

Bilgisayarli goriintii analizinde; mikroskop tizerine yerlestirilen kapali sistem
dijital kamera baglantisi ile otomatik olarak comet goriintii analizi yapilir. Analiz i¢in
degisik yazilimlar kullanilabilir. Gelistirilmis programlar comet basini kuyruktan
ayirdedebilir, kuyruk uzunlugu, bas ve kuyruktaki floresans ylizdesi, kuyruk
momenti gibi degisik parametreleri belirleyebilir. Kuyruktaki % DNA floresansi,

DNA zincir kirig sikligi ile dogru orantilidir. Kuyruk momenti ise kuyruk uzunlugu
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ve goreceli kuyruk yogunlugunu iceren formiiller kullanilarak hesaplanan bir

parametredir.[83, 86]

kKuyruk momenti
uzuniugu

Sekil 8: Hasarh bir hiicrenin sematik comet goriintiisii ve parametreler

Sekil 9: Hasar diizeyine gore sematik comet siniflama goriintiisii
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OxiSelect Comet Assay Kitinde Prensipler

Calismamizda kullandigimiz OxiSelect Comet Assay kiti ile yapacagimiz
analiz icin hasta ve kontrol gruplarindan alinan ve antikoagiilan igeren tiiplere
yerlestirilen kan 6rnekleri 2 ml bir tiipe alinarak 2 ml soguk fosfat tamponu (PBS) ile
seyreltildi. Seyreltilmis kan, i¢inde 5 ml Ficol-1077 olan tiipe aktarilarak 400G’de
10 dakika santrifiij edidi. Santrifiijden sonra tiipteki tabakalardan, 16kositlerin oldugu
tabaka pastor pipeti ile alinip baska bir deney tiipiine aktarildi ve iizeri 10ml’e kadar
PBS ile doldurulup 1640 rpm’de 10 dk 25°C de tekrar santrifiij edildi. Santrifiij
islemi sonras1 tiipiin altindaki lenfositlerden olusan tabakaya bir 6nceki islem tekrar
uygulandi. Bu santrifiij islemi sonrasi tiipilin tizerinde kalan sivi bosaltilarak alttaki
kalan kisimla birlikte, baska bir tiipiin i¢ine 1 ml PBS, 200 ml dimetil stilfoksit
(DMSO) koyularak 1 giin Mr. Frosty’de -20°C de kaldiktan sonra -80°C’ye
kaldirildi.

% 0.7 diisiik erime noktasina sahip agar (LMPA) 37°C’de mikrodalga firinda
eritildi. Donmamast i¢in 20°C su banyosunda bekletildi. Yukarida hazirlanan hiicre
stispansiyon preparatindan, mikrodalgada eritildikten sonra 10ul alinarak 100ul %
0.7 LMPA ile kanstirildi. Bu karisgtmdan 100pl alinarak normal erime noktasina
sahip agar (NMPA) kapl lamlar iizerine konarak donduruldu. Bu preparat lizis
¢ozeltisinde (2.5M NaCl, 100mM%10 DMSO ile Na;EDTA, 10mM Tris pH 10 ve
%1 Triton ) 2 saat 4°Cde bekletildi. Daha sonra preparat elektroforez tamponunda
(300mM NaOH, 1mM Na;EDTA ve % 0.2 DMSO, pH>13.5 ) 4°Cde 20 dakika
bekletildi. Alkalin elektroforez 4°Cde 24V ve 300mA’de 40 dakika uygulandi.
Elektroforez sonrasi preparatlar 0.4M Tris tamponu (pH 7.5) ile li¢ kez yikama ile
notralize edildi. 100pul etidyum bromit (10ul / ml) ile boyandi. Preparatlarin
incelenmesinde floresan mikroskobu (BP 515-560 nm eksitasyon filtreli , LP 580 nm
bariyer filtreli) kullanildi ve inceleme karanlik ortamda yapildi. Elde edilen hiicre
goriintiileri bilgisayar ortaminda “Comet assay IV system (AutoComet)” program
yazilimiyla degerlendirildi. incelemede rastgele segilmis 100 (50-100) hiicrenin
farkli parametreleri kaydedildi. Elde edilen degerlerin kontrol ve hasta grubu

arasindaki farkliliklar1 istatistiksel olarak incelendi.[81, 87]
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Comet Analizi icin Kullanilan Alet ve Malzemeler

e (Calkalamali Su Banyosu NUVE

e Santrifiij HETTICH

e Mr. Frosty THERMO SCIENTIFIC
o Steril Pipet Ucu AXYGEN

e Steril Cryotiip 2ml ATSC-2 CORNING
e Ependorf Tiipi AXYGEN

e 15 ml'lik Steril Konikal Tiip CORNING
o Lokosep Tiipii GREINER BIO ONE

e Normal erime noktali agar SIGMA

e Diisiik erime noktali agar BIOSHOP

e Lam SAIL BRAND

e Lamel ISOTHERM

e Otomatik Pipetler AXYPET

e Elektronik Pipet ISOLAB

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi BIORAD

e Floresan Mikroskop ve Isik Kaynagi OLYMPUS
o Comet Analiz Tanki CLEAVER

e Buzdolabit BEKO

e Ultra-low Temperature Freezers NUAIRE

e pH Metre HANNA

Comet Assay IV Programi ile Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calismamizda kullandigimiz comet assay IV bilgisayar analiz sisteminde su

parametreler degerlendirildi:

Bas uzunlugu (BU, birim pm)
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Kuyruk uzunlugu (KU, birim pm)

Bas Yogunlugu (BY; bas kismindaki DNA yiizdesi, % B (bas)-DNA olarak
ifade edilir.)

Kuyruk Yogunlugu (KY; kuyruk kismindaki DNA yiizdesi,% K (kuyruk)-DNA

olarak ifade edilir.)

Kuyruk Momenti (KM, birim pm, % K-DNA ile KU (kuyruk uzunlugu)’nun

carpiminin 100’¢ boliinmesi ile edilen bir degerdir.)

Kuyruk Migrasyonu (KMi, bas kisminin kenarindan kiigiik saptanabilir

fragmana DNA gog¢iiniin uzunlugudur.)
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Sekil 10: Hasarsiz bir hiicrenin bilgisayarhh mikroskobik analizde comet goriintiisii
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Sekil 11: Kuyruk iceren hasarh hiicrenin bilgisayar analizinde comet goriintii

Sekil 12: Hasarsiz bir hiicrenin direk mikroskobik goriintiis
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Sekil 13: Ayn1 mikroskop alaminda birkag hiicrenin comet goriintiisii

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for

Windows 21.0 programinda yapilmustir.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi (p degeri) 0,05 olarak kabul edilmistir.
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PENTACAM (OCULUS, WETZLAR, ALMANYA)

Keratokonus Kkesin tanisi koymak ig¢in, calismamiza dahil ettigimiz tim
hastalarimiza uyguladigimiz Pentacam 6l¢iimii, yarik lamba illiiminasyon sistemi ve
g6z etrafinda donen Scheimpflug kameralarindan olusan kombine bir sistemden
olusur. Elle goriintii odaklanir, santralize edilir ve kameralar goz optik aksi etrafinda
180° donerek gorintii alir. Bir nesnenin 3 diizlemde kesisen goriintiisiinii
yakalayarak tek noktada ii¢ boyutlu goriintii olusturur. Bu cihaz 6zel olarak o6n
segment yapilarini degerlendirmek i¢in diizenlenmis non-kontakt, optik bir sistemdir.
Yarik lamba sistemi 475nm’de sadece mavi 1s1k yayan bir sistemdir. Yaklasik 2
saniye icinde 500 goriintli olusturup bunun icerisinden olusturulan 25 6n segment
goriintiisii alabilmektedir. Tiim korneadan 6n ve arka ylizeyden pakimetrik dlg¢iimler
alir. Ikinci kamera es zamanli olarak goz hareketlerini yakalayip goriintiilerde gerekli

diizenlemeleri yapar.[54]

Pentacam ile elde edilen goriintiiler ¢esitli haritalar seklinde gosterilir. Bu
haritalardan yararlanilarak korneanin refraktif gii¢ haritasi, 6n ve arka korneal yiizey
egim haritalari, tanjansiyel ve sagittal egim haritalari, 6n ve arka elevasyon haritalari,

korneal kalinlik haritasi, ii¢ boyutlu haritalar, wavefront haritalari incelenebilir.[54]

Calismamizdaki keratokonus hastalarinda tani, Pentacam’da 48D {izeri
keratometrik degerin goriilmesi, diizensiz astigmatizma varligi, asimetrik papyon

paterni ve Belin/Ambrosio analizi ile ektazinin tespit edilmesi ile kesinlestirildi.
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OCULUS - PENTACAM
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Sekil 15: Keratokonus hastas1 Belin/Ambrosio analiz haritasi topografi goriintiisii

43



Sekil 16: Pentacam (Oculus, Wetzlar, Almanya) cihazimin fotografik goriintiisii
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BULGULAR

Keratokonus hasta grubumuza, topografik olarak keratokonus kesin tanili 44
hasta dahil edildi. Goniillii kontrol grubuna keratokonus olmayan 41 kisi dahil edildi.
Hasta ve kontrol grubundaki toplam 85 kisinin kani comet assay ile incelenerek

sonuclar analiz edildi.

Keratokonus hasta grubundaki hastalarin yas ortalamasi 31,70 + 11,07 olarak
bulundu. Kontrol grubunun yas ortalamasi 30,58 + 6,02 bulundu. Hasta grubunda
minimum yas degeri 18, maksimum yas degeri 55 idi. Kontrol grubundaki kisilerin
minimum yas degeri 22, maksimum yas degeri 48 idi. Yas dagilimi agisindan hasta
ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

(p=0,775) (Tablo 1)

Tablo 1: Hasta ve kontrol grubu yas bulgular:

Yas Ortalama + Standart Median Minimum-
sapma Maksimum

Hasta (n=44) 31,70+ 11,07 28,5 18 -55

Kontrol (n=41) 30,58 £ 6,02 30 22 -48

Kruskal Wallis varyans analizi ve Ki- kare testi. p=0,775 (p>0,05)

Calismaya dahil edilen keratokonus hastalarinin % 47,7°si (n=21) erkek,
%52,3’0 (n=23) bayan idi. Kontrol grubundaki kisilerin %53,7’si (n=22) erkek,
%46,3’ti (n=19) bayan olarak bulundu. Hasta ve kontrol grubu arasinda cinsiyet

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. (p=0,585) (Tablo 2)
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Tablo 2: Hasta ve kontrol grubu cinsiyet bulgular:

Cinsiyet Erkek (%) Bayan (%)
Hasta 47,7 (n=21) 52,3 (n=23)
Kontrol 53,7 (n=22) 46,3 (n=19)

Chi- Square test kullanilmistir.p=0,585 (p>0,05)

Hasta grubundaki hastalardan sigara igenlerin orant %20,5’1 (n=9) sigara
igmeyenlerin oran1 % 79,5 (n=35) idi. Kontrol grubunda sigara i¢enlerin oran1 %26,8
(n=11), i¢meyenlerin oran1 %73,2 (n=30) olarak hesaplandi. Hasta ve kontrol

gruplar1 arasinda sigara i¢imi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi. (p=0,489) (Tablo 3)

Tablo 3: Hasta ve kontrol grubu sigara bulgular

Sigara Hasta (%) Kontrol (%)
icenler 20,5 (n=9) 26,8 (n=11)
i¢cmeyenler 79,5 (n=35) 73,2 (n=30)

Kruskal Wallis varyans analizi ve Ki- kare testi. p=0,489 (p>0,05)

Hasta grubunda hastalarin % 22,7’si 6grenci (n=10), %13,6’s1 6gretmen (n=6),
%251 esnaf (n=11), %31,8’1 ev hanim1 (n=14), %6,8’1i mithendis (n=3) idi. Kontrol
grubunun %29,3’si doktor (n=12), %53,7’si memur (n=22), %4,9’u hemsire (n=2),
%12,2’si 6grenci (n=5) olarak bulundu. (Tablo4)
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Tablo 4: Hasta ve kontrol grubu meslek dagilimi

Meslek Hasta (% - n) Kontrol (%-n)
Ogrenci 22,7-10 - 122-5
Ogretmen 136-6 - -

Esnaf 25 -11 -

Ev hanim 31,8-14

Miihendis 6,8-3 -

Doktor - 29,3-12
Memur - 53,7 - 22
Hemsire - 49-2

Hasta grubunda keratokonus hastalarinin, kesin keratokonus tanis1 almis olmasi
dikkate alindiginda, %75°1 bilateral (n=33), %25°1 tek tarafli (n=11) keratokonus idi.

Ayrica ¢caligmamizdaki higbir hastaya kollajen crosslinking tedavisi uygulanmamusti.

Hasta ve kontrol grubundaki toplam 85 kisinin comet assay analizinde bas
uzunlugu (BU), kuyruk uzunlugu (KU), bas yogunlugu (BY), kuyruk yogunlugu
(KY), kuyruk momenti (KM), kuyruk migrasyonu (KMi) parametreleri

degerlendirilerek gruplar arasi analizler yapildi.

Hasta grubunda BU 36,86 + 5,22, KU 32,53 + 10,22, BY 82,85 + 11,77, KY
17,14 £ 11,77, KM 3,14 £ 3,62, KMi 14,22 + 11,21 olarak hesaplandi.

Kontrol grubunda BU 36,15 + 5,83, KU 28,24 + 6,16, BY 83,42 = 12,93, KY
16,57 £12,93, KM 2,45 + 1,76, KMi 10,35 + 6,24 olarak hesaplandi.

BU, BY, KY, KM parametreleri agisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. (p>0,05)

KU ve KMi agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmis olup hasta grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek olarak
bulunmustur. (p<0,05) (Tablo 5)
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Tablo 5: Hasta ve kontrol grubu comet sonugclar:

Comet
BU Hasta 36,86 £ 5,22 20,86 — 42,15

Kontrol 36,15+5,83 18,71 — 45,96 0,303 (p>0,05)
KU Hasta 32,53 +£10,22 19,19 - 85,68

Kontrol 28,24 + 6,16 18,79 - 51,73 0,006 (p<0,05)
BY Hasta 82,85+ 11,77 44,06 — 95,58

Kontrol 83,42+ 12,93 44,10 — 96,92 0,413 (p>0,05)
KY Hasta 17,14 £ 11,77 4,42 — 55,94

Kontrol 16,57 £ 12,93 3,08 — 55,90 0,413 (p>0,05)
KM Hasta 3,14+ 3,62 0,54 — 24,54

Kontrol 2,45+ 1,76 0,38 - 6,62 0,242 (p>0,05)
KMi Hasta 1422+ 11,21 2,34 - 75,25

Kontrol 10,35 £ 6,24 1,37 — 33,94 0,038 (p<0,05)

Mann — Whitney test ve Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi kullanilmstir.

Hem hasta hem de kontrol grubunda, sigara i¢ip igmeme durumuyla tiim comet
parametreleri arasindaki iligki analiz edildiginde, sigara ile 6 farkli comet parametresi
arasinda her iki grupta da istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. (p>0.05)
Her iki grup beraber degerlendirildiginde sigara igenler ile igmeyenler arasinda

comet parametreleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi. (p>0.05) (Tablo 6)
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Tablo 6: Tiim grup sigara iliskili comet sonuclari

Comet - Sigara Tiim
Grup
BU Icen 37,13+ 7,06 19,64 — 45,96

fgmeyen 35,79+ 5,40 18,71 - 41,50 0,287 (p>0,05)
KU Igen 28,67 £5,57 21,37 -38,09

fgmeyen 28,08 £ 6,44 18,79 - 51,73 0,717 (p>0,05)
BY Igen 82,64 + 13,44 51,90 - 96,10

fgmeyen 83,71 £ 12,96 44,10 — 96,92 0,828 (p>0,05)
KY Igen 17,35+ 13,44 3,00 -48,10

Igmeyen 16,28 + 12,96 3,08 —55,90 0,828 (p>0,05)
KM Icen 2,66+ 1,84 0,48 — 5,98

Igmeyen 2,38 +1,75 0,38 -6,62 0,783 (p>0,05)
KMi Igen 10,26 + 4,90 2,88 -16,30

Igmeyen 10,38 + 6,73 1,37 -33,94 0,805 (p>0,05)

Mann — Whitney test ve Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi kullanilmstir.

Hasta ve kontrol
parametrelerinin istatistik analizinde BU, BY, KY, KM parametreleri acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). KU ve KMi

parametrelerinde ise hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulunmustur. (p<0,05) (Tablo 7)
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Tablo 7: Sigara icmeyen hasta ve kontrol comet sonuclari

Comet — Sigara
I¢meyen
BU Hasta 36,39 + 5,60 20,86 — 42,15

Kontrol 35,79+ 5,40 18,71 - 41,50 0,281 (p>0,05)
KU Hasta 33,18 £ 11,30 19,19 — 85,68

Kontrol 28,08 = 6,44 18,79 - 51,73 0,007 (p<0,05)
BY Hasta 82,35+ 12,85 44,06 — 95,58

Kontrol 83,71 + 12,96 44,10 — 96,92 0,415 (p>0,05)
KY Hasta 17,64 + 12,85 4,42 — 55,94

Kontrol 16,28 + 12,96 3,08 — 55,90 0,415 (p>0,05)
KM Hasta 3,34+ 4,02 0,54 — 24,54

Kontrol 2,38+1,75 0,38 -6,62 0,184 (p>0,05)
KMi Hasta 15,11 £ 12,36 2,34 - 75,25

Kontrol 10,38 + 6,73 1,37 -33,94 0,025 (p<0,05)

Mann — Whitney test ve Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi kullanilmistir.

Bilateral keratokonus ile tek tarafli keratokonus hastalar1 arasinda comet
parametreleri analiz edildiginde BU, BY, KY, KM agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmazken (p>0.05), KU ve KMi agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmis olup bilateral grupta her iki parametre tek tarafli gruba

gore daha yiiksek bulundu. (p<0.05) (Tablo 8)
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Tablo 8: Bilateral ve unilateral hastalik ile comet iliskisi

Comet — Bilateral
Unilateral

BU Unilateral 37,14+ 4,73 27,09 - 42,15

Bilateral 36,76 + 5,44 20,86 — 41,63 0,303 (p>0,05)
KU Unilateral 30,30 + 4,96 19,19 - 37,61

Bilateral 33,27 +11,42 21,80 — 85,68 0,006 (p<0,05)
BY Unilateral 83,94 + 10,97 58,90 — 95,58

Bilateral 82,49 + 12,17 44,06 — 93,85 0,413 (p>0,05)
KY Unilateral 16,05 + 10,97 4,42 -41,10

Bilateral 17,50 £ 12,17 6,15 — 55,94 0,413 (p>0,05)
KM Unilateral 2,53+ 1,68 0,54 -6,31

Bilateral 3,35+4,07 0,79 — 24,54 0,242 (p>0,05)
KMi Unilateral 11,87 £5,48 2,34-19,78

Bilateral 15,00 + 12,53 3,64 —75,25 0,038 (p<0,05)

Mann — Whitney test ve Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi kullanilmstir.

Comet parametrelerinin  kendi igindeki korelasyonu hasta ve Kkontrol
grubundaki tiim kisiler degerlendirilerek incelendiginde, BU ile BY arasinda
istatistiksel olarak anlamli pozitif bir iliski, BU ile KY, KM ve KMi arasinda negatif
bir iligski saptanmistir. KU ile BY arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif bir
iliski, KU ile KY, KM, KMi arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. BY ile KY
arasinda tam bir negatif iligki (biri artarken ayn1 oranda digeri azalir), BY ile KM ve
KMi arasinda yiiksek diizeyde negatif iligki goriildi. KY ile KM ve KMi arasinda
yiiksek diizeyde (BY ile negatif iligskisiyle ayn1 oranda) pozitif iligki goriildii. Bu
korelasyonlar, comet parametreleri arasindaki iligkilerin tutarli oldugunu

gostermektedir. (Tablo 9)
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Tablo 9: Tiim grup analizinde comet parametrelerinin korelasyonu

Tiim Grup BU KU BY KY KM KMi

(n=85)
BU 1,0 0,104 0,576 -0,576 -0,512" -0,319"
KU 0,104 1,0 -0,5417 0,541 0,623 0,852"
BY 0,576 -0,5417 1,0 21,07 -0,973"7 -0,822"
KY 0,576 0,541 -1,07 1,0 0,973 0,822
KM -0,512" 0,623 -0,973" 0,973 1,0 0,874
KMi -0,319™ 0,852" -0,822" 0,822 0,874 1,0

™ Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed)
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TARTISMA

Yaptigimiz ¢alismada keratokonus hastalarinda, comet analizi ile tespit edilen
parametrelerden kuyruk uzunlugunda ve kuyruk migrasyonunda normal popiilasyona
gore istatistiksel olarak anlamli artis izledik. Kuyruk uzunlugu bir¢ok calismada
DNA hasarinin gostergesi olarak kabul edilmistir. Normal insan metabolizmasinda
DNA iizerinde stirekli olarak kiriklar meydana gelebilir. Bu kiriklarin miktari
hiicrenin yasina, tiiriine ve c¢evresel etmenlere gore degiskenlik gosterebilir.
Kiriklarin ¢ogu tamir mekanizmalari tarafindan onarilir. Eger olusan hasar hiicrenin
tamir edebilme kapasitesinin {izerindeyse onarilamaz ve farkli hastaliklarin
gelismesine zemin hazirlayabilir. Kornea hiicreleri 1sikla ilk karsilasan hiicreler

olmasi nedeniyle ¢evresel hasara oldukca agiktir.

Yapilan c¢alismalarda keratokonus hastalarinda oksidatif stresin normal
popiilasyona gore artmis oldugu izlenmistir. Reaktif oksijen radikallerinin
eliminasyonunda gorev alan siiperoksit dismutaz, aldehit dehidrogenaz, glutatyon —S
transferaz enzimlerinin keratokonuslu hastalarda kontrol gruplarina gore daha diisiik
oranda oldugu bulunmustur.[24, 88] Oksidatif stres sonrasi olusan endojen veya
ekzojen reaktif oksijen {iirlinleri protein, DNA ve lipidleri etkileyerek c¢esitli
molekiiler hasarlar olusturmakta ve olusan hasarin tamir edilememesi mutasyonla

sonuclanmaktadir.

Toprak ve ark. yaptig1 calismada, sistemik oksidatif stresin keratokonus
patogenezindeki etkisini gérmek amaciyla keratokonus ve kontrol grubundaki
hastalarin serumlarinda oksidatif stres markirlarim1 6lgmiislerdir. Total oksidan
durum (TOS) ve total antioksidan durum (TAS) diye adlandirilan serum oksidatif
stres markirlarr, kommersiyal kit kullanilarak 6lgiilmiis ve her hastanin oksidatif stres
indeksi hesaplanmistir. TOS ve oksidadif stres indeksi keratokonus grubunda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. TAS
degerleri acgisindan ise iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmamustir. Boylece
keratokonus patogenezinde artmis sistemik oksidatif stresin etkili olabilecegi

diistintilmistiir.[89]
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Karamichoz ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, insan keratokonus hiicreleri,
insan korneal keratosit hiicreleri ve insan fibroblast hiicrelerini iki ve {i¢ boyutlu
hiicre kiiltlirlerinde oksidatif hasar farkliliklar1 agisindan incelemislerdir. Morfolojik
ve metabolik farkliliklar1 analiz ederek oksidatif hasarla ilgili indikatorleri
belirlemiglerdir. Bu ¢alismada, morfolojik olarak, keratokonus hiicreleri ve
fibroblastlar benzer olarak uzun fibroblastik goriinime  sahipken, keratosit
hiicrelerinin farkli olarak dendritik bir goriinlime sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica
metabolik acgidan oksidatif stresle ilgili ¢esitli molekiiller 6l¢iilmiis ve keratokonus
hiicrelerinde; laktat diizeyi, laktat/malat orani, laktat/piruvat orani daha yiiksek
diizeyde; arginin diizeyi, glutatyon/okside glutatyon orani daha diisiik diizeyde
bulunmustur.[90]

Kalra ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, artmis oksidatif hasar sonucu
lizozomal membranlarin zarar gérmesi nedeniyle proteolitik enzim aktivitesinde artig
oldugu ve bunun, keratokonusta stromal incelmeyi baslatmada etkili olabilecegi
gosterilmistir. Yine Atilano ve arkadaslari, yaptigi c¢alismada, oksidatif hasara
duyarli mitokondriyal DNA’nin oksidatif stres sonrasi hasarlandigini ve bunun
sonucunda oksidatif fosforilasyonun bozulmasiyla oksidatif hasarin daha da artarak

bu durumun keratokonus gelisimine katkida bulundugunu goéstermislerdir.[35, 91]

Artmis oksidatif stres kiriklarin artmasina neden olmanin yaninda tamir
mekanizmalarini da olumsuz etkileyebilerek hasarin onarillamamasina neden olabilir.
Daha once goz lizerinde yapilan comet analizi ¢alismalar1t mevcuttur. Katarakth
olgularda lens epitelyum hiicrelerinde, PAAG ve Fuch’s endotelyal distrofi
hastalarinda kan hiicrelerinde, toksoplazma retiniti olusturulan fare modelinde retina
hiicrelerinde hasta ve kontrol gruplar1 kiyaslanmis ve DNA hasar1 hasta gruplarinda

kontrol gruplarina oranla daha yiiksek diizeyde bulunmustur.

Czarny ve ark. yaptig1 calismada, Fuch’s endotelyal distrofi tanili hastalarin
periferik kandan izole edilen mononiikleer l6kositleri, kontrol grubundan alinan
orneklerle comet assay yoOntemiyle bazal DNA hasar1 ve hidrojen peroksit ile
indiiklenmis DNA hasarina duyarlilik acgisindan kiyaslanmistir. Bazal DNA hasari
yoniinden hasta ve kontrol grubu arasinda kuyruk uzunlugu agisindan anlamli fark

saptanmamis. Ayrica hasta ve saglikli gruptan izole edilen kanlar 10 dakika boyunca
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hidrojen peroksite maruz birakilarak DNA hasar1 tetiklenmis ve sonrasinda yapilan
comet assay analizinde iki grup arasinda anlamli fark saptanmamis. Hidrojen
peroksitle 10 dakika temas sonras1 60 dakika DNA tamiri i¢in gerekli siire olarak
beklenerek yapilan analiz sonuglarinda ise hasta grubunda DNA hasar istatistiksel
olarak anlaml derecede yiiksek bulunmus. Bunun sonucunda hasta grubunda kontrol
grubuna goére DNA tamir mekanizmalarinin anlamli derecede bozuk oldugu

gosterilmis.[92]

Zhang ve ark. yaptig1 calismada, senil katarakt hastalarinin lens epitel hiicreleri
ve periferal kan lenfositlerinde comet assay ile DNA hasarini incelemis. Hem lens
epitel hiicreleri hem de periferal kan lenfositlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek % kuyruk DNA orani ve kuyruk momenti bulunmus.
Bu sonucglara gore yasa bagli katarakt etyolojisinde oksidatif hasarin etkisinin

olabilecegi diisiiniilmiis.[93]

Mozaffarieh ve ark. primer acik agili glokom hastalarinda daha 6nce trabekiiler
agda ve dolasimdaki l6kositlerde gosterilmis artmis DNA hasar1 ¢alismalarindan yola
cikarak, comet assay ile ilgili yaptig1 calismada, primer agik agili glokom ile kontrol
grubunda, dolasimdaki l6kositlerde DNA hasarini incelemisler. Ayrica hem hasta
hem de kontrol grubundaki hastalari primer vaskiiler disgenezis (PVD) olan ve
olmayan olarak iki alt gruba ayirarak ikisi arasindaki iligkiyi de DNA hasari
acisindan incelemisler. Primer acik acili glokom hastalarinin 16kositlerindeki DNA
hasar1 (kuyruk momenti), kontrol grubu Iokositlerindeki DNA hasar1 ile
karsilagtirildiginda glokom hastalarinda DNA hasar1 istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek bulunmus. PVD acisindan ise kontrol grubundaki hastalar arasinda
PVD olan ve olmayanlar arasinda DNA hasar1 acisindan anlamh fark
bulunmamasina ragmen glokom hastalar1 alt gruplari arasinda PVD’li alt grupta
diger tiim alt gruplara oranla anlamli diizeyde daha yiiksek oranda DNA kirig
saptanmis.[94]

El-Sayed ve ark yaptig1 calismada fare retina hiicrelerinde, toksoplazma gondi
enfeksiyonunun indiikledigi DNA hasarini comet assay ile incelemislerdir.
Calismada fareler dort gruba ayrilmistir. 1. grup enfekte olmayan fareler, 2. grup

toksoplazma gondi ile enfekte olmus fareler, 3. grup Oncesinde 5 giin subkiitan
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steroid ile immiinsuprese edilmis ve toksoplazma ile enfekte fareler, 4. grup ise
toksoplazma ile enfekte olup antibiyotik tedavisi uygulanmis farelerden
olusturulmustur. Gruplar arasi analizde comet parametrelerinden kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti hasar gostergesi olarak degerlendirilmistir.
Enfekte gruplarda kontrol grubuna gore retina hiicrelerinde kuyruk parametreleri
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Immiinsuprese enfekte
farelerde diger enfekte gruba ve kontrol grubuna gore yine anlamh diizeyde yiiksek
kuyruk parametreleri bulunmustur. Antibiyotik tedavisi uygulanmis grupta ise tedavi
uygulanmamis enfekte gruba gore DNA hasarinda anlamli bir diisis

saptanmistir.[95]

Keratokonus ile ilgili cok sayida gen polimorfizmi ve oksidatif hasar gibi
etmenlerin etyolojide yeri olduguna dair ¢calismalar yapilmig olmasina ragmen DNA
hasarin1 herhangi bir yontemle direkt olarak ortaya koyan bir ¢alisma bildigimiz
kadar ile yoktur. Calismamiz sonucu keratokonus hastalarinda izlenen DNA hasari,
sonraki etyolojik calismalarin hangi konu {izerine daha ¢ok yogunlastirilmasi
gerektigi konusunda yol gosterici olmasi acgisindan 6nemlidir. Bu yiizden {izerinde
yogun calismalar yapilan olasi bir etyolojik nedenin, gercekten bu hastaligin
olusumunda yerinin olup olmadigmin ya da ne kadar oneme sahip oldugunun
bilinmesi, sonraki calismalarin daha dogru yonlendirilmesi ve en 6nemli etkenin

bulunmas1 agisindan kritik bir 6neme sahiptir.

Keratokonus genellikle izole vaka olarak goriilse de hastaliga yatkinlikta,
hastaligin gelisiminde ve progresyonunda genetigin etkili oldugu gosterilmistir.
Bircok hastaligin tedavisinde umut verici olan genetik caligmalar ne yazik ki
keratokonus tizerinde heniiz ¢ok siirhidir. Keratokonus ile iliskilendirilmis ¢ok farkli
gen lokiislerinin varli§i da bu konuda yapilabilecek genetik temelli caligmalar
giiclestirmektedir. Keratokonuslu ailelerde yapilan genetik baglanti ¢alismalarinda
¢ok sayida gen bolgesi tanmimlanmistir. VSX, DOCK9, TGFB1, SOD1, miR184,
CAST, TIMP3, SPARC genleri keratokonus patogenezinde etkisi oldugu gosterilen
genlerden bazilaridir. Keratokonusun bazi genetik hastaliklarla birlikteligi de
bilinmektedir. Sik1 kontakt lens kullanimi, g6z ovalama, atopi ve mekanik travma

gibi etkenler keratokonus etyolojisi igerisinde yer almaktadir. Keratokonusun birinci
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derece akrabalarda ve monozigot ikizlerde daha yiiksek prevelansa sahip olmasi yine
genetik bir zeminin oldugunu gostermektedir. Ayrica aile hikayesi olan keratokonus
hastalarinda otozomal dominant ve otozomal resesif kalitimla gecis de

gosterilmistir.[96]

Calismamizda daha onceki bazi ¢alismalarda oldugu gibi kan lenfositlerini
kullanmamizin nedeni tiim hiicrelerin DNA yapisinin ortak olmasi, korneadan hiicre
elde edilmesine gore daha az invaziv bir yontem olmasi idi. Comet analizlerinde
daha once detayli sekilde anlatildigi gibi farkli parametreler verilmektedir. Bu
parametrelerden c¢alismamizda iki grup arasinda farklilik goriilen parametreler
kuyruk uzunlugu ve kuyruk migrasyonu idi. Zhang ve ark. yaptigi ¢calismada kuyruk
monenti ve kuyruk yogunlugu,; Mozaffarieh ve ark. yaptigi ¢alismada kuyruk
momenti; Czarny ve ark. yaptigi calismada kuyruk uzunlugu; El-Sayed ve ark.
yaptig1 calismada kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
parametrelerini  kullanmiglardir. Comet parametrelerinin her birinin = spesifik
anlamlar1 tam olarak bilinmese de c¢alismalarda genel anlamda kuyruk
parametrelerinin herhangi biri, hasar gostergesi olarak dikkate alinmistir. Bu konuda
yapilacak caligmalar bu bilgilerin artmasini ve hangi parametrenin ne anlama

geldiginin detayl olarak bilinmesini saglayacaktir.

Keratokonus hastaliginin patogenezinin aydinlatilmasi gen¢ popiilasyonu
etkileyen ve Onemli bir is gilicii kaybina neden olan bu hastalikla ilgili tedavi
protokollerinin belirlenmesinde, hastalarin takibinde ve hastalara danismanlik
hizmeti verilmesinde onemlidir. DNA hasarinin direkt olarak ortaya konmasi, bunu
tetikleyebilecek oksidatif stres, olasi bir hiicresel tamir mekanizma bozuklugu,
apoptozis ile ilgili bozukluklar agisindan hastalarin takibinde ve yonlendirilmesinde
yol gosterici olabilir. Onceki yapilan ¢alismalarda yasa bagl makiila dejenerasyonu
hastalarinda antioksidan tedavinin, hastaligin progresyonunu yavaslatici, bir gdzde
ilerleyici hastalik varken diger gozii koruyucu ve hastaligin olusumunu geciktirici
etkisi nedeniyle Ozellikle belirli hasta alt gruplarinda tedavi protokolii icerisine
alindig1 bilinmektedir.[97] Calismamizda tespit ettigimiz keratokonus hastalarinda
artmis DNA hasar1 nedeniyle, keratokonus hastalarinda da benzer sekilde antioksidan

tedavi segeneklerinin gelistirilmesiyle, hastaligin progresyonunun yavaslatilabilecegi
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veya heniliz hastaligin tam ortaya cikmadigi diger goz icin koruyucu bir etki
olusturabilecegi diisliniilebilir. Ayrica keratokonus hastaliginin daha geng
popiilasyonu etkilemesi nedeniyle bu durum sosyolojik agidan daha 6nemli bir
degere sahiptir. Bu konuda da c¢alismamizin yapilmasi olasi bir¢ok calismaya 1s1k

tutabilecegini diistinmekteyiz.

Keratokonusta giincel tedavi yaklasimi olan crosslinking, kollojen lifler
arasi capraz baglar arttirarak ve keratosit proliferasyonunu uyararak kornea mekanik
direncini arttirmaktadir. Crosslinking tedavisinin DNA kiriklar1 iizerine olabilecek
etkileri tahmin edilemeyeceginden bu hastalar1 ¢calisma disinda biraktik. Ancak bu
tedavinin kiriklar tizerindeki etkilerini tedavi olan ve olmayan gruplarda kontrollii bir

calisma yaparak aragtirilabilir.

Calismamizda DNA kiriklarina neden olabilecek diger olast nedenler olan
yas ve sigara i¢imi agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir. Sigara i¢enleri her iki gruptan ¢ikararak iki grubu
kiyasladigimizda DNA kiriklar1 agisindan gruplar arasindaki fark yine keratokonus
grubunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek idi. Bu yilizden yas farkinin
olusturabilecegi oksidatif stres faktorii, cinsiyet yoniinden olusabilecek olasi bir risk
farkinin DNA hasarina etkileri minimalize edilmistir. Ayrica ¢alismamizdaki hem
hasta hem de kontrol grubuna, oksidatif stres yoniinden yiiksek risk tastyan meslek
gruplar1 dahil edilmeyip ekzojen stres faktorlerinin etkisi en aza indirilmeye
calisilmistir. Sigara i¢imi yoniinden de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamuistir. Sigara 6nemli bir stres arttirict faktor olabilecegi igin gruplar

arasinda bu yonden denklik olmasi ¢calismanin giivenilirligi agisindan 6nemlidir.

(Calismamizda bilateral keratokonus hastalig1 ortaya ¢ikmis hasta grubunda,
heniiz tek tarafli hastalig1 ortaya ¢ikmis gruba goére anlamh diizeyde yiiksek KU ve
KMi degerleri bulduk. Bu durum hastaligin siddetiyle ve diger gozde keratokonus
gelisimiyle, DNA hasarmin fazlaligi agisindan pozitif bir iliskinin olabilecegini

diistindiirmektedir.

Calismamizin eksiklikleri arasinda; hasta sayisinin yetersizligi, tedavi géren

hasta sayisinin yetersizligi nedeniyle keratokonus mevcut tedavi uygulamalari
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sonrast DNA hasarinin degisim durumuna bakilamamasi, herhangi bir oksidatif stres
ajantyla hasarin indiiklenmesi sonrasi aymi analizin yapilarak DNA hasarma
duyarliligin  ve tamir mekanizmalarimin etkinli§inin gosterilememis olmasi

sayilabilir.

Sonug¢ olarak calismamizda; daha o©nce yapilan glokom, katarakt,
toksoplazma retiniti ve Fuch’s endotelyal distrofi ile ilgili caligmalara paralel olarak
keratokonus hastalarinda da comet assay analizi ile artmis DNA hasar1 ile uyumlu
sonuglar bulunmustur. DNA hasartyla ilgili ileride yapilacak daha genis hasta
gruplar1 ve spesifik analizlerle keratokonus ile ilgili bilinmeyenler daha net

anlasilabilir.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizda, keratokonus ile saglikli kontrol grubu arasinda DNA hasari

acisindan herhangi bir fark olup olmadigini aragtirmay1 amacladik.

Yaptigimiz ¢alismada keratokonus hastalar1 ve kontrol grubunda periferik kan

lenfositlerinde DNA hasarini comet assay analiziyle inceledik.

Her iki grup arasinda yas, cinsiyet ve sigara i¢imi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktu. Gruplarin yas, cinsiyet ve sigara i¢imi agisindan denk olmasi,

calismamizin giivenilirligi agisindan 6nemlidir.

Calismamiza keratokonus hasta grubunda keratokonus kesin tanist almis
hastalar1 dahil edip baska bir g6z hastalifi ve/veya sistemik hastalig1 olan hastalar
calismamiz disinda biraktik. Kontrol grubunda ise keratokonus hastaligi veya siiphesi
olmayan ve bagka bir sistemik hastaligi olmayan kisileri dahil ettik. DNA hasari
acisindan Ozellikle risk altindaki kisileri her iki gruba dahil etmedik. Bdoylelikle

baska durumlarin olast DNA hasar etkisini devre dis1 birakmay1 amacladik.

Daha once keratokonus etyolojisinde genetigin etkinligiyle ilgili ¢cok sayida
calisma yapilmis ve ¢ok sayida gen lokasyonu bulunmustur. Ayrica oksidatif stresin
ve bunun sonucunda meydana gelen hiicre i¢i olaylarin keratokonus patogenezinde
etkili olabilecegini gosteren ¢alismalar vardir. Fakat DNA hasarini matematiksel
olarak direkt gosteren ¢alismalar yetersizdir. Bunun belirlenmesinin, ileride
yapilacak etyolojik calismalara ve gelistirilmesi muhtemel tedavi protokollerine 151k

tutacagimi diisiindiik.

Calismamizda keratokonus hastalarinda kontrol grubuna gore, hasar gostergesi
olarak bilinen kuyruk uzunlugu ve kuyruk migrasyonu parametreleri istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Sigara, bilinen bir oksidatif stres arttiric1 etken oldugundan sigara igmeyen
hastalar arasinda da istatistiksel analiz yaptik. Sonug olarak keratokonus hastalarinda

KU ve KMi parametrelerinde yine anlamli bir fark saptadik.
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Bilateral hastaligt olan grupla tek tarafli hastaligt olan grubu
karsilastirdigimizda bilateral grupta istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek KU
ve KMi bulduk. Hastaligin progresyonunda ve diger gozde ortaya ¢ikisinda oksidatif
DNA hasarinin etkisiyle ilgili ileride yapilacak daha genis ve spesifik ¢alismalarla bu

durum daha iyi anlasilabilir.

Comet parametrelerinin kendi igindeki korelasyon analizinde comet bas
parametreleri ile kuyruk parametreleri arasinda negatif korelasyon, bas parametreleri
ve kuyruk parametrelerinin kendi arasinda ise pozitif korelasyon tespit edilerek

analizin tutarlili@ gosterilmistir.

Comet assay analizi son zamanlarda popiilerlik kazanan basit, ucuz, kolay
uygulanabilen ve giivenli bir DNA hasar analizidir. Spesifik bir DNA hasarimni degil
genel DNA hasarimni gostermektedir.

Sonug olarak; calismamizda keratokonus hastalarinda saglikli kisilere gore
artmis DNA hasar1 ile uyumlu kuyruk uzunlugu ve kuyruk migrasyonu
parametrelerini anlamli diizeyde yiiksek bulduk. Bu da bize keratokonusta artmis
DNA hasar1 konusunda bilgi vermektedir. Comet assay analizinin daha spesifik
parametrelerinin bulunmasi ve/veya mevcut parametrelerin ne anlama geldigine dair
daha genis caligmalarin yapilmasiyla, elde ettifimiz sonuglar daha degerli bilgiler
sunabilir. Ayrica comet analizinin de gelistirilmesiyle birlikte, ilerde yapilacak;
keratokonus etyopatogenezinin aydinlatilmasi, hastaligin progresyonunu durdurucu,
olusumunu engelleyici yeni tedavilerin gelistirilmesiyle ilgili ¢alismalar oksidatif

hasar, DNA tamir mekanizmalari, apoptotik siire¢ lizerine yogunlastirilabilir.
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