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1. AMAC VE KAPSAM

Korneal ektazi, temelde korneal biitiinliikte zayiflama, protriizyon, diizensiz
astigmatizma ve bunun sonucu olarakta gérme kaybina neden olabilen bir grup korneal
hastaliktir. Bu hastaliklardan baslicalari, keratokonus, pellusid marjinal dejenerasyon ve

iyatrojenik keratektazilerdir.'*

Keratokonus korneanin bilateral, asimetrik ve non-inflamatuar ilerleyici bir

dejenerasyonudur. insidansi, genel populasyonda 1/2000’dir.’

Genellikle ergenlik
caginda baglar ve gozlerin % 20’sinde penetran keratoplasti endikasyonu koyduracak

seviyede ilerleme gosterir.’

Keratokonusta diger tedavi secenekleri ise; gozlik, sert kontakt lens kullanimui,
termokeratoplasti’, intrakorneal ring segment uygulamas:’, epikeratoplasti’ ve lameller
keratoplastidir.® Keratokonus tedavisinde kullanilan sert kontakt lensler, hasta
intoleransi, uygulama giicliikkleri ve maliyet yliksekligi, halen altin standart tedavi
yontemi olarak kabul edilen penetran keratoplasti ise dondr doku bulma giicliikleri,
yiiksek tedavi maliyetleri, greft rejeksiyonu ve sekonder glokom gelisimi gibi

dezavantajlara sahiptirler.

Son yillarda kullanimda olan, solid bir kaynaktan gelen Ultraviyole-A (UV-A) ve
1518a duyarlhilastirict ribofilavinin (vitamin B2) kombine etkisi ile olusturulan korneal
kollajen crosslinking (CXL) tedavi ise keratokonustaki ilerleyici keratektaziyi
durdurmada yeni bir yontemdir. Keratokonustaki penetran keratoplasti ihtiyacin1 6nemli
Olglide azaltabilmektedir. Basit, sade ve diisiik maliyetli olmasmin yaninda, gelismekte

olan iilkeler i¢in uygun bir tedavi secenegidir.’

Yakm zamanda, CXL tedavi ile ilgili yeni endikasyon alanlar1 da dogmustur;
refraktif cerrahi sonrasi gelisen iyatrojenik keratektazinin hem profilaksi hem de
tedavisinde'""", korneal melting formlar1', pellusid marjinal dejenerasyonda'’, yiizeyel

15,16

korneal ilserler'® ve biilloz keratopatide uygulanarak basarili  sonuglar

alinabilmektedir.
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Yaptigimiz bu calismayla, keratokonus ve diger korneal ektazilerin tedavisinde,
riboflavine alternatif olabilecek fotooksidatif, fotosensitif bir ajan ve bir flavonoid olan

quercetinin tavsan korneasinda etkinligini ve giivenilirligini arastirmay1 amagladik.

15



GENEL BIiLGIiLER

2. KERATOKONUS

Keratokonus, korneanin diklesme ve incelmesiyle karakterize, ilerleyici,
noninflamatuar bir dejenerasyonudur. Keratokonus gelisen hastalar hayata normal bir
kornea ile baglarlar. Asemptomatik subklinik donem ilerleyerek ergenlik ile 30 yas aras1
bir dénemde gdrme sikayetleri ortaya cikar. ilerleyen miyopik astigmatizmasi olan her

geng ve geng eriskinde keratokonus akla gelmelidir.

Keratokonus, korneanmn bir hastaligi1 olarak ilk kez 1748’de Mauchart ve 1766’da
Taylor tarafindan bildirilmistir. Korneanin diger ektazik durumlarindan ayirimi ve
klinik Gzelliklerinin  detayli tanimlanmasi1 ise 1854’te Nottingham tarafindan

yapilmistir.'”

Keratokonus, iler1 donemlerinde kornea stromasinda bir incelme bolgesi ile birlikte,
korneanin lokalize konikal 6ne protriizyonu ile karakterizedir. Keratokonusta, konik
deformite, santral ya da daha sik olarak parasantraldir. Konun apeksi, gorme aksmin
altinda ve nazale lokalizedir. Kornea, normalde 2.5 mm olan konveksitesine ilave olarak
yaklagik 2 mm (10-15 Diyoptri) kadar one protriide olabilir. Ektazi bolgesi, genel olarak
3-6 mm capinda olup, karakteristik olarak korneanmn en ince bolgesidir. Konun
cevresindeki periferik bolgeler normal kalinlikta ve hemen neredeyse normal

kurvaturdedir.

2.1. EPIDEMIiYOLOJi

Keratokonusun degisken klinik prezentasyonu nedeniyle, degisik insidanslar
raporlanmistir. Genel populasyonda 50-230/100000 civarindadir, yani yaklasik
1/2000’lik insidans tanimlanmaktadir.” Prevelansi ise 54.5/100.000°dir."® Keratokonus
olgularm % 96’sinda bilateraldir. Tipik olarak bir g6z 6nce tutulur ve hastalik bu gézde
diger gbzden daha hizli ilerler. Keratonusta klinik olarak gézler ve cinsiyetler arasinda

belirgin bir fark gbzlenmez.
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Keratokonus genellikle izole olarak ortaya c¢ikar. Birgok hastalikla birlikte
goriilebilse de Down Sendromu, Marfan Sendromu, Ehlers-Danlos Sendromu, Leber'in
konjenital amarozisi ve Retinitis Pigmentoza gibi hastaliklarla birlikteligi daha sik
bildirilmistir.'*'

Keratokonus, genellikle bir gdzde 16-18 yaslarinda baslar ama daha erken ve daha
ileri yaslarda da goriilebilir. 40-45 yasma kadar remisyon ve niikslerle devam eder ve
durur. Olagan seyri yavas, kiigiikk degisikliklerle sessiz ilerlemelerdir. Keratokonusta
progresyonun siddeti ve zamanini dnceden bilmek zordur, tipik olarak 3-8 yillik bir
siirecte ilerler. Progresyonun son bulacagi zamani 6nceden tahmin etmek giictiir,
dikkatli izlem 6nemlidir. Ikinci géz birkag yil sonraya kadar etkilenmez ve daha iyi
seyreder. Nadiren ikinci goz klinik olarak tutulmaz. Korneada, gittik¢e artan incelme,
protriizyon ve santral korneal stromanin skarlagsmasi, diizenli (ileri donemde diizensiz)

astigmatizmaya yol acar.

Keratokonuslu kisilerde, atopi (% 36) ve goz kasima (% 66-73) sik goriilen
semptomlardir. Kasmti, bir asw1 duyarlilik reaksiyonu olan atopinin primer
semptomudur.”® Keratokonuslu bir ¢ok hastanin hikayesinde sebep ve etki iliskisi ispat
edilememis olmasma ragmen, bu hastalarin gozlerini kuvvetli kasidiklari

bilinmektedir.*

2.2. KERATOKONUSUN ETYOPATOGENEZI

Nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte keratokonus gelisiminde heredite, mekanik
travma, korneada enzim degisiklikleri ve keratosit apoptozisinin rolii oldugu

varsayilarak birlestirilmis bir hipotez olan “kaskad hipotezi” ileri siiriilmiistiir.>*

2.2.1. Heredite

Klinik gézlemler, topografik calismalar ve keratokonuslu hasta ailelerinin analizleri
keratokonus etyolojisinde genlerin rol oynadigmi akla getirmektedir. G6z kasima, sert
kontakt lens kullanimi gibi cevresel faktorler genetik olarak yatkin kisilerde bu

hastaligin ilerlemesine sebep olabilmektedir. Genellikle sporadik bir bozukluk olan
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keratokonus'®, dominant, resesif ve herediter olmayan gegiste gosterebilir. Birinci
derece akrabalarda keratokonus prevalansi %3.34 olarak belirtilmistir ki, bu genel

populasyondan 15-16 kat daha fazladir.”

2.2.2. Mekanik travma

Go6z kagima ve kontakt lens kullaninmmin yaptig1 mekanik travmanin, genetik olarak
predispoze olan kisilerde hastaligin ilerlemesini arttiran c¢evresel faktorler olarak etki
etmesi olasidir.”® Hayvan ¢alismalarinda, kornea epitelinin kronik, tekrarlayan bigimde
kaldirilmasmin stromal apoptozisi uyardig1 gosterilmistir.””** Bu bulgu énemlidir, zira
keratokonuslu olgularda, sert gaz gecirgen kontakt lens kullanimima bagl ya da atopi
durumunda oldugu gibi yogun g6z ovusturmaya ikincil kronik irritasyon oykiileri
bulunmaktadir. Wilson, epitel {izerine kronik travmanim, keratokonuslu kornealarda

. . o ol ¢ e e 21,22
stromada apoptozise neden olabilecegini ileri stirmiistiir.”

2.2.3. Enzimatik degisiklikler

Keratokonuslu kornealarda, doku yikimina yol acan asit fosfataz, asit lipaz, asit
esteraz, Katepsin G ve B, bir jelatinaz enzim olan Gelatinaz A (Matriks
metalloproteinaz 2, MMP-2) gibi enzim aktivitelerinin arttigt ve yikim enzim
inhibitdrlerinin diizeylerinin azaldig1, endotel, stroma ve epitelde gosterilmistir.>°

Azalan inhibitorler, o-1 proteaz inhibitorii (tripsin, kimotripsin, elastaz ve plazmini
inhibe eder), a-2 makroglobulin (tripsin, kimotripsin, elastaz, papain, kollajenaz,
trombin, plazmin ve kallikreini inhibe eder), TIMP-1 (Metalloproteinaz-1 doku
inhibitorii) ve TIMP-3 inhibitorleridir.®'

2.2.4. Keratokonusta korneal incelme mekanizmalari

Keratokonuslu kornealarda incelmenin bir¢ok mekanizma ile olusabilecegi
hipotezleri ileri siiriilmesine ragmen, incelmenin neden olustugu kesin olarak
bilinmemektedir. Bugiinkii bilgilerimize gore kabul edilen hipotez, Ultraviyole B (UV-
B) 15101, atopi, g6z ovusturma, uygun olmayan kontakt lens kullanimi gibi faktdrlerin,
oksidatif hasara ya da hiicre yapis1 veya fonksiyonunun bozulmasina ve apoptozise

sebep oldugudur.**
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Keratokonuslu kornealarda serbest radikallerin olusum mekanizmalari

Keratokonuslu kornealarda olusan oksidatif hasarin nedeni olarak, reaktif oksijen
tiirevlerinin (ROS) olusumuna yol acan bir mekanizma ileri siiriilmektedir.”* Lipid
peroksidasyonu ve nitrik oksit (NO) yolu ile ortaya ¢ikan sitotoksik Triinlerin,

keratokonuslu kornealarda biriktigini gosteren deliller vardir.>***

Kornea, UV-B 1s18mmn yaklasik %80’inin emiliminden sorumludur.*® Ultraviyole
151k, serbest radikalleri ve ROS’u olusturur. Tipik olarak serbest radikaller ve ROS,
siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimler ile
biyokimyasal etkilesime girerek ortamdan uzaklastirilirlar. Alternatif olarak kalan
serbest radikaller, lipid peroksidaz ile aldehit formuna gecebilirler ki bunlarin bir kismi1
degradatif ve toksiktir. Normal olarak kornea kendisini, aldehit dehidrogenaz (ALDH)
enzimi ile bu aldehitlerden korur. Goz i¢indeki ALDH’nin yaklasik %78’1 korneada
bulunur ve ALDH tip 3 kornea i¢indeki esas enzimdir. Gondhowiadjo ve ark.
keratokonuslu kornealarda, normale goére ALDH tip 3’iin azaldigini ve buna ikincil

olarak destriiktif aldehid seviyesinin artabilecegini ileri sirmiislerdir.’’

Stiperoksit dismutaz, serbest radikaller ve ROS’ un uzaklastirilmasindan sorumlu bir

antioksidandir.>

Keratokonusta, siiperoksit dismutaz diizeyinin diisiik oldugunu
gdsteren calismalar vardir.*® Keratokonuslu kornealarda, lipid peroksidasyonu sonucu
olusan sitotoksik bir aldehid olan malondialdehid (MDA) ve NO yoluyla olusan
sitotoksik ozellikteki nitrotirozin (NT) birikimi gdsterilmistir.***° Peroksinitritler,
dokuda destriiktif olabilirler. Nitrotirozine spesifik antikorlar, doku i¢inde
peroksinitritlerde  lokalize olabilirler. Laboratuar deneylerinde, keratokonuslu
kornealarda nitrozine spesifik antikorlarla epitel bazal membraninda normal korneaya

gore belirgin olarak artmis boyanma gozlenmistir. Bu bulgu, keratokonuslu korneada

ilave destriiktif yap1 olarak diisiiniilen peroksinitritin varligmi kuvvetlendirmektedir.”

Keratokonuslu kornealarda apoptozis ve hiicresel tamir

Keratokonuslu korneanin aldehit ve/ve ya peroksinitrit seviyelerinin normalden daha

yiiksek oldugu dogru ise, bunlarin varliginda kornea igindeki hiicrelerin bazilar1 geri
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donilistimsiiz olarak hasara ugrayacaktwr. Bu yolla hiicre hasari, programli hiicre
Olimiine (apoptozise) yol acar. Hayvan caligmalarinda, kornea epitelinin siirekli
tekrarlayan bicimde kaldirilmasiyla stromal apoptozisin uyarildiginin gosterilmesi

27,28

onemli bir bulgudur. Artmig apoptozis, keratokonus korneasinin incelmeyi

aciklayan diger bir mekanizmay1 olusturur.

Gen ekspresyon ¢aligmalarinda, keratokonusta normal ve diger hastalikli kornealarda
olmayan farkli bir enzim gosterilmistir. Bu enzim, Leucocyte Common Antigen Related
Protein (LAR) olarak adlandirilir.>* Bir transmembran fosfotirozin fosfataz olan bu
enzim, hiicreler arasi etkilesim, hiicre matriks etkilesimi, hiicre farklilasmasi ve
proliferasyonunda rol oynar. Fosfatlarin ilavesi ile olan enzim cevab1 “kinaz” ve fosfat
cikarilmasi ile olan enzim cevabi ise “fosfataz” olarak isimlendirilmektedir. Normal
olarak hiicrede bu iki enzim arasinda bir denge bulunur. Keratokonuslu kornealarda bu
denge, fosfataz aktivite artis1 lehine bozulmaktadir. LAR artis1 ile apoptozisin arttigi,

kinaz aktivite artisinimn (fosforilasyon) ise apoptozisi inhibe ettigi gdsterilmistir.**

Keratokonuslu kornealarda doku tamiri

Yara iyilesme siirecinin farkli komponentleri keratokonuslu kornealarda artmigtir.
Ornegin; farkl degradatif enzimler, Interlokin 1 (IL-1) reseptérleri, Prostaglandin E2 ve
isaretleyici faktor (SP1) keratokonuslu kornealarda artmistir. Transforming growth
factor B (TGF-B), IL-1 ve 1s1 sok protein 27, keratokonusta ve diger bazi kornea
hastaliklarinda artar. Histolojik olarak keratokonuslu kornea, anormal ince stroma ve
Bowman tabakasinda genellikle fibrotik skar dokusu ile dolan kiriklar ihtiva eder.
Primer patolojik degisiklik, baslica santral kornea bdlgesinde kornea epitelinin bazal
hiicrelerinin dejenere olmasidir. Biitiin diger degisiklikler buna sekonder gelismektedir.
Ik gozlenen degisiklik, bazal hiicre endoplazmik retikulumunda organel
disorganizasyonudur. Bazal hiicre dejenere olarak hiicre duvari pargalanir, proteolitik
enzimler bazal membranm retikulum lif agini tahrip eder. Bdylece incelmis ve
parcalanmis bolgeler diizensizlesir ve erimeye baglar. Daha sonra proteolitik enzimler
Bowman membranini tutar. E8er dejenerasyon yeni bazal membran olusumu ile
duraklarsa, proteolitik enzimlerin derin stroma tabakalarina hatta Descemet membranina
ulagmas1 6nlenmis olur. Kollajen liflerin kaybindan dolay1 santral kornea incelir ve one

dogru bombelesir. Bazal membran ve Bowman membranmin destriiksiyonunu takiben
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stromal konnektif doku, konun yilizeyel apikal skarlagsmasi ile sonuglanan fibroblastik

proliferasyona (normal iyilesme cevabi) ugrar.**

2.3. HISTOPATOLOJI

Keratokonuslu kornealarda goriilen histopatolojik degisiklikler sunlardir (Sekil 1);
2.3.1. Epitel

Keratokonuslu kornealarda yapilan ex vivo histolojik analizler ile, korneal epitelde
onemli derecede incelme tespit edilmistir. Scroggs ve ark. keratokonusta, ¢ikarilmig
kornealarda santral epitelyal incelmeler gostermislerdir.** in vivo konfokal mikroskobik
incelemelerde, keratokonik korneanm periferinde normal diizende epitelyal hiicreler
goriiliirken, koni apeksinde yerlesim gosteren ylizeyel epitelyal hiicreler asir1 uzamis ve
salyangoz benzeri diizenlenim gdstermektedirler. Ayni zamanda koni apeksi asiri
reflektif bir yap1 icermekte ve bazal hiicre tabakasinda katlant1 benzeri degisiklikler

izlenmektedir.*!

Bu in vivo degisiklikler, bazal epitelyal biitiinliiglin bozuldugunu
gostermektedir. Keratokonik kornea Orneklerinde, epitelyal seviyede apoptotik

degisikliklerde izlenmektedir.**

2.3.2. Bazal membran

Keratokonusta, bazal membranda diizensiz bir goriintii ve lokalize kirilmalar
g6zlenir.* Laminin 1 ve Laminin 5 ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda,
defektli bolgelerde bazal membranda kalinlagmalar ve diizensiz bir goriintii
izlenmektedir.** Cheng ve ark. keratokonik kornealarda, epitelyal bazal membran ve
matriksde kollajen tip XII boyanmasmin azaldigini gostermislerdir. Bu durumun,
stromal matriks organizasyonunda, hiicre matriks iliskisinde ve korneal epitel bazal

membran iliskisinde kritik 6nem tasidigini 6ne siirmiislerdir.*
2.3.3. Sinir lifleri

Keratokonik kornealarda, biyomikroskobik muayenede, korneal sinir lifi
goriilebilirligi artmaktadir. Bu sinir lifi kalinlagsmasinin, Bowman tabakasindaki

kirilmalar ve keratositlerle yakin iliskisi oldugu ileri siiriilmiistiir. *°
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2.3.4. Bowman tabakasi

Keratokonik kornealarda, santral kisimda Bowman tabakasindaki defektler ve
yapisal anomaliler 1yi bir sekilde dokiimante edilmistir. Elektronmikroskobik
calismalarda, Bowman tabakasinda keskin kenarli defektler ve riiptiir alanlari

izlenmektedir.*’

2.3.5. Stroma

Keratokonuslu kornealarda normallere goére, kollajen tabaka sayisi daha az ve
incedir.*® Kollajen ve total protein diizeylerinin keratokonuslu kornealarda azaldig:
gosterilmistir.*” Konfokal mikroskop ile keratokonuslu kornelarda, keratosit

yogunlugunun normallere gore % 12 daha az oldugu gosterilmistir.”

2.3.6. Descemet membrani

Keratokonusta, Descemet membran katlanmalar1 ve riiptiirleri cok yaygin goriilen bir
zelliktir.® Descemet membramindaki bu degisikliklerin ¢evresel faktorlerle iliskili

olabilecegi (g6z ovusturma gibi) 6ne siiriilmiistiir.**

2.3.7. Endotel

Robinowitz, keratokonusta endotelin genellikle normal goriiniimde oldugunu, fakat
intraselliiller koyu yapilar, pleomorfizm ve hiicrelerde uzama gibi degisikliklerin

goriilebilecegini bildirmistir.
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EPIiTEL BOWMAN MEMBRANI | | BAZAL MEMBEAN SiNIR LIFLFR{

S1khlla incelmis, Catlaklar ve fihrotik Dvirensiz, Belirginlesme
iizensiz apoptotik alanlar lanklarkahnlagma
iicreler hilgeleri

STROMA KERATOSITLER ES CEMENT MEMBEANMI ENDOTEL
Lamella kayha S1khikla zayica iiptir ve katlanhlar Pleomorfik ve
azralmag, apoptotik apoptotik hiicreler
hiicreler

Sekil 1: Keratokonusta korneadaki histopatolojik degisiklikler’'

2.4. KLINIK OZELLIKLER

Keratokonus hastalarinda ilk sikayet gorme keskinliginde tedricen azalmadir ve bu
hastalar zaten pek cok kere g6z muayenesinden ge¢cmislerdir. Regete edilen gozliiklerle
genellikle rahat edememislerdir ve gegmiste verilen gozliik numaralar1 birbirinden farkl
ve tutarsizdir. Hastaligin ilerlemis evrelerinde tani koymak kolay, erken donemde tani

koyabilmek giictiir, detayli anamnez ve ileri tetkik gerektirir.

2.4.1. Semptomlar

Semptomlar, hastaligin evresine bagh olarak genis bir aralikta degiskenlik gosterir.
Hastaligin baslangi¢ evresinde hi¢cbir semptom olmayabilir. En sik basvuru sikayeti, tek
ve ya her iki gézde diizeltilmis gorme keskinliginde azalma ve sik araliklarla g6zlik
degistirme ihtiyacinin ortaya ¢ikmasidir. Diger semptomlar, kontrast duyarlilikta
azalma, cift gérme, distorsiyon, 1siklarin etrafinda halolar gérme ve fotofobidir. Akut

korneal hidrops gelisirse, gormede ani azalma ve agr1 sikayetiyle bagvurabilirler.

23



2.4.2. Bulgular

Robinowitz 1998°de keratokonusun klinik bulgularini listelemis ve orta veya ileri
keratokonusta bu bulgularn tek tek veya kombinasyonlar seklinde ortaya ¢ikabilecegini
belirtmistir. Keratokonus tanismn1 koymak icin minimal gereksinimler, diizensiz
astigmatizma ve korneal incelmedir. Diizensiz astigmatizma siklikla miyopik
astigmatizma seklindedir. Bu durum retinoskopide, distorsiyone (egri-bligrii) kirmizi

refle seklinde goriiliir ve siklikla scissor reflex (makas reflesi) olarak tanimlanir.

Klinik bulgular, hastaligin siddetine bagli olarak degiskenlik gdsterir. Bunlar;

Eksternal Bulgular: Munson isareti (asag1 bakis pozisyonunda alt g6z kapaginda one
dogru acilanma), Rizutti fenomeni (temporalden kornea iizerine disiiriilen 15181,
nazalde limbusun 6tesine diismesi)

Retroluminasyon Bulgulari: Scissor reflex (makas reflesi), Charleaux bulgusu (yag

damlacig1 bulgusu)

Biyomikroskopik Bulgular: Apikal incelme, Vogt strialar1 (derin stroma stres

cizgileri), Fleischer halkasi (demir halkas1) ve korneal skar (epitelyal veya subepitelyal)

Fotokeratoskopi Bulgulari: Mirlerin alt temporale dogru baskilanmasi (yumurta

sekilli mirler ) ve mirlerin alt veya santralde yogunlagmasi

Videokeratoskopi ve Topografi Bulgulari: Lokalize artmis yiizey giicii, alt ve {ist

korneal kiric1 giigler arasinda asimetri olarak siralanabilir.

2.5. SINIFLANDIRMA

Keratokonus i¢in genel olarak kabul edilmis bir smiflama sistemi yoktur. Ancak,
bircok smiflama sistemi Onerilmistir. Keratokonus, keratometri degerine gore, koni

sekline gore, topografi ve wavefront bulgularina gére smiflandirilabilir.

Keratokonusta en ¢ok kabul goren smiflama semasi ise su sekildedir;™
Normal kon

Diizenli aksiyel topografi paterni bulgulari

Normal biyomikroskopik muayene bulgulari
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Gozliikle diizeltilmis gorme keskinliginin Log Mar eselinde, 4 m’den >55 harf olmasi

Atipik normal

Biyomikroskopik muayene veya anamnez ile agiklanabilen aligila gelmemis aksiyel
topografi bulgular1 (kontakt lens warpage sendromu, keratokonus ile uyumlu olmayan
korneal skar, refraktif cerrahi hikayesi)

Normal gérme keskinligi ve ya en iyi diizeltilmis gérme keskinliginde hafif azalma

Keratokonus siiphesi

Keratokonus i¢in siipheli aksiyel topografi bulgular1 (izole diklesme alani, santral
diklesme > 48 Diyoptri (D) olmasi)
Normal biyomikroskopik muayene bulgulari

En 1yi diizeltilmis gérme keskinliginin Log Mar eselinde, 4 m’den > 55 harf olmasi

Hafif keratokonus

Keratokonus ile uyumlu aksiyel topografi bulgulari
Diiz keratometri degerinin < 51 D olmas:

Fleischer halkas1 veya Vogt strias1 bulunmasi
Korneal skarin yoklugu

En 1iyi diizeltilmis gérme keskinliginde azalma (Log Mar eselinde 4 m’den < 55 harf)

Orta keratokonus

Keratokonus ile uyumlu aksiyel topografi bulgulari

Diiz keratometri degerleri, 51.25-56.00 D araliginda veya >8 D astigmatizma olmasi
Fleischer halkas1 veya Vogt striasinin bulunmasi

Korneal skar (keratokonus ile uyumlu, iyi smirl her tiirlii stromal skar)

En 1iyi diizeltilmis gérme keskinliginde azalma (Log Mar eselinde 4 m’den < 45 harf)

Ciddi keratokonus

Belirgin diklesme alanlar1 gosteren, keratokonus ile uyumlu aksiyel topografi bulgulari
Diiz keratometri degerinin > 56.01 D olmasi

Fleischer halkas1 veya Vogt strias1 bulunmasi

Korneal skar goriilebilir (keratokonus ile uyumlu her tiirlii dens/opak skar)

En 1iyi diizeltilmis gérme keskinliginde azalma (Log Mar eselinde 4 m’den < 30 harf)
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2.6. AYIRICI TANI

Keratokonusun ayirici tanisi, sekonder keratokonus, korneal warpage (¢arpik kornea)
sendromu, keratoglobus, pellucid marjinal dejenerasyon ve posterior keratokonus ile

yapilmalidir.

2.7. TEDAVI

Keratokonusun tedavisi baslica 2 yaklasimi igerir. Bunlardan ilki optik yontemlerle
gormeyi arttirmaya caligmaktir. Bu amagla, erken donemde gozliikk ve ya sert kontakt

lens verilir. Daha ileri vakalarda ise girisimsel yontemlere basvurulur.

2.7.1. Gozliik ile refraktif diizeltme: Hafif ve ya iliml vakalarda tatmin edici gorsel

sonuclar verebilir.

2.7.2. Kontakt lens ile refraktif diizeltme: Keratokonus ilerledik¢e diizensiz
astigmatizmadaki artisa bagl olarak gozliikle yeterli diizeltme saglanamaz. Bu durumda
korneada diizenli bir 6n kiric1 yiizey saglayan kontakt lens kullanimi giindeme gelir.
Yumusak torik lenslerin keratokonusun tedavisinde yeri sinirhdir. Gozliikkle diizeltme

saglanabilen donemde miyopi ve astigmatizmayi (-3.25 D’ye kadar) diizeltebilirler.

Sert gaz gecirgen kontakt lens kullanim amaci ise, miimkiin olan en iyi gérme
keskinligini saglamak ve korneal fizyolojiye en az miidahale etmektir. Bu da, kontakt
lensi daha giiclii bir yatak olan periferik kornea lizerine yerlestirmek, apikal skar
olusumunu siddetlendirmemek icin koni apeksine enaz temasi saglamak ve gozyasi
gollenmesini en aza indirmekle olur. En 6nemli dezavantaji, uzun siireli kullanim

sonras1 gelisen tolerans kaybidir.

2.7.3. intastromal korneal ring uygulamasi: Bu yontemde, Poly Methyl Methacrylate
(PMMA)’dan yapilmis saydam yarim halkalar, periferik korneada bir tiinel hazirlanarak
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stromaya implante edilir. Halkalar, Intacs ve Ferrara ring olmak iizere iki tiptir.
Yontem, diizensiz astigmatizmayi azaltarak refraktif stabilite saglar, kontakt lens
toleransin1 arttirr ve keratoplasti ihtiyacii geciktirebilmektedir. Cesitli kalinliklarda
halka kullanimi, bir ve ya iki segment kullanimi, segment yerlesimindeki simetri ve
segment yerlesim aksi gibi degiskenler nedeniyle, tedavi algoritmasi c¢esitlilik
gostermektedir. Yontemin dezavantajlart ise, keratokonus progresyonunu durduramaz,
sadece hafif-orta siddette keratokonusta kullanilir, korneal skar1 olan wvakalarda
uygulanamaz ve implante edilecegi alanda kornea kalmligmin >400 mikrometre (pum)

olmasi gerekliligidir.”

2.7.4. Penetran, lameller keratoplasti ve epikeratofaki: Kontakt lens intoleransi
gelistiginde, kontakt lens ile yeterli gorsel iyilesme saglanamadiginda ve ya santral
korneal skara bagli gérme kaybi gelistiginde tedavide keratoplasti yontemleri 6n plana
cikmaktadir. Geleneksel penetran keratoplastinin (PK) uzun donem sonuglar1 oldukca
iyidir.>* PK sonrasi korneal distorsiyonun azalmasi ve santral skarm ortadan
kaldirilmasma bagli kontrast hassasiyetin artmasi nedenleriyle, halen keratokonus
tedavisinde altin standart tedavi olma Ozelligini korumaktadir. Postoperatif yiiksek
rezidiiel astigmatizma, sekonder glokom, % 10 civarinda greft rejeksiyon riski yontemin

dezavantajlaridir.

Penetran keratoplastideki iyi gorsel sonuglara ragmen, endotel miidahalesinin
olmamasi, dondr doku seciminde kati kurallarin olmamasi, daha kisa siirede korneal
siitir alim1  ve goOrsel rehabilitasyonun saglanmasi, daha diisik postoperatif
astigmatizma gibi avantajlariyla kismi veya tiim korneal stromanin degisimini 6ngdren
lameller keratoplasti tedavi segenekleri icerisinde On plana c¢ikmaktadir. Arayiiz
problemlerine bagli daha kotii gorsel sonuglar, islemin daha uzun siirmesi, daha fazla

cerrahi beceri gerektirmesi ve korneal perforasyon riski ydntemin dezavantajlaridir.”

Epikeratofaki, temel olarak 3 mm ¢apindaki planolameller dondr greft ile koninin
sikistirilmast esasma dayanir, boylece diizensiz astigmatizma ve miyopi azaltilmig

olur.>®

2.7.5. Termokeratoplasti: Kollajen fibrillerde hidrotermal biiziilme etkisi ile

keratokonik kornealarda diizlesme meydana getirir. Yontemde, 90-130° C sicaklikta, 3-
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5 mm capl prob kisa siirelerle (1-2 sn) koni apeksine temas ettirilir. Kontakt lens
kullanamayan, % 50 den daha az korneal incelmesi olan ve koni apeksi pupiller aks
iizerinde olan hastalarda uygulanabilir. Keratoplastinin zor ve tehlikeli oldugu mental

retarde hastalarda alternatif tedavi yontemi olarak kullanilabilir.”’

2.7.6. Kollajen Cross-linking (CXL) Tedavi

CXL tedavi, solid bir kaynaktan gelen Ultraviyole-A (UV-A) ve 1s18a duyarlhilastiric
riboflavinin (Vitamin B;) kombine etkisi ile korneada, stromal kollajen liflerde
fotopolimerizasyon olusturan bir tedavi yontemidir. Fotopolimerizasyon, korneanin
sertligini ve keratektaziye karsi direncini arttirmaktadir. CXL tedavi ile korneada adeta
“donma etkisi” ortaya ¢ikmaktadir. Tedavinin amaci, hastaligin ilerlemesini durdurmak

ve keratoplastiden kaginmaktir.’

2.7.6.1. Tarihce

Tarihsel olarak molekiiller arasi ¢apraz baglanti, ¢ok faydali bir uygulama olarak
kabul edilmistir. Ornegin, formaldehidin doku fiksasyon etkisi, lizin, arjinin, tirozin,
asparajin, histidin, glutamin ve serin gibi aminoasitlerle ¢apraz baglanma yetenegine

dayamr.58 Yine yapay kalp kapaklari, gluteraldehit kullanilarak sertlestirilmektedir.

Ik kez 1968’de Christopher Foote, biyolojik sistemlerde 151k duyarlastiric:
oksidasyonun mekanizmalarini yaylnlamlstlr.59 1988’de Fujimori, Tgilinci bir
mekanizma ile Ozon (O3) ve ya UV 151k ile fotooksidasyon neticesinde tip 1 kollajen

fibriller arasinda capraz baglanmalarin meydana geldigini gostermistir.®’

1997°de Sporl ve ark. domuz kornealarinda yeni ¢apraz baglanmalar1 gosterdikleri
calismalarinin sonuglarini y'<1y1nlam1§,lard1r.61 Domuz kornealarinda epitel kaldirildiktan
sonra sirasiyla, 254 nanometre (nm) dalga boyunda UV 151k, riboflavin ve UVA 151k
(365 nm), riboflavin ve mavi 151k (436 nm), giines 15181, gluteraldehit (% 0.1, 10 dakika)
ve Karnovsky soliisyonu (% 0.1, 10 dk) uygulanmis. Karnovsky soliisyonu,

paraformaldehit, sodyum hidroksit ve gluteraldehitten olusan bir fiksatiftir. Caligmada,
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her gruba 10 g6z dahil edilmis ve kontrollerle karsilastirilmis. Riboflavin ve UVA (365
nm), gluteraldehit ve Karnovsky soliisyonu kullanilan gruplarda, kontrollere gore
korneal sertligin arttig1 gosterilmistir. Bir sonraki asamada, riboflavin-UVA (365 nm)
ve gluteraldehit (% 0.075) potansiyel adaylar olarak tavsanlarda in vivo olarak test
edilmis. Sonugta, riboflavin-UVA (365 nm) kombinasyonunun insan g¢aligmalar1 i¢in
umut vaadettigi gosterilmistir.”® Riboflavin-UVA (365 nm) kombinasyonu ile insanlar
iizerindeki pilot ¢alismalar, 1998’de Dresden’de baslamis ve ilk sonuglar 2003’°de

yaymlanmistir.’

2.7.6.2. Kollajen capraz baglanmanin biyokimyasi

Kollajenin birincil gorevi genel olarak destek dokusu olarak bulunmaktir. Kollajen
monomerleri, gili¢lii intermolekiiler ¢apraz baglantilarla bir araya gelirler. Kollajen lifler
arasindaki ¢apraz baglanmalar, doku olgunlasma siirecinin dogal bir par¢asidir. Kollajen
fibriller salgilandiklar1 zaman, her iki ucunda kisa segmentlere sahip kollajen zincirler
(telopeptidler) halindedirler. Bu asamada iiglii helikal konformasyon heniiz
olusmamustir. Zincir sonlanma bdlgelerindeki hidroksilizin rezidiileri ¢apraz baglanma
olusumuna katilirlar. Capraz baglanmalar, kollajen telopeptitlerindeki lizin veya
hidroksilizin aminoasitlerinin, lizil oksidaz enzimi ile e-amino gruplarmni oksidatif
deaminasyonu neticesinde meydana gelir. Dogal siirecte kollajen telopeptitleri arasinda
gerceklesen bu capraz baglanmalar, kollajen fibrillerin ii¢lii helikal konfigiirasyonunu

tahsis eder.

Ikinci bir ¢apraz baglanma yolag1 yaslanma siirecinde olusur. (daha biiyiik 6lgiide
diabetes mellitusta) Bu durum glikasyon olarak adlandirilir ve enzimatik olmayan bir
reaksiyondur. Monosakkaridlerin bu reaksiyona uzun siire maruziyeti, protein
molekiillerin seker ve amino gruplar1 arasinda spontan olusan baglarin azalmasi ile
sonuclanir. Bu daha sonra daha kararli ama reaktif Amadori iirlinlerine (6rnegin, HbAlc
gibi) doniigiir. Stirecin devaminda, diger protein molekiillerinin amino gruplar ile
glukoz derive molekiiller (pentozidin gibi) arasinda ilave yavas reaksiyonlar ile
molekiiller aras1 capraz baglanmalar meydana gelir. Bu glukoz derive molekiiller
glikasyon son iiriinleri olarak adlandirilirlar.® Bu durum, 1912°de Maillard ve ya sar1

kahverengi renk degisimi nedeniyle esmerlesme reaksiyonu olarak tanimlanmistir.**
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Ayni yas grubundaki diyabetik kornealar ile kontrol grubunun karsilastirildigi bir
calismada, pentozidin (kollajenin arjinin ve lizin rezidiileri arasinda ¢apraz baglantilar
olusturan glikasyon son iiriiniidiir) diizeylerinin diyabetik kornealarda daha yiiksek
oldugu bulunmustur.”> Yaslanma ile birlikte korneal sertlikteki artis, gerinim-gerilme
testleri ile gosterilmistir.®® Yiiksek ve diisiik acili X-ray kirmim paternleri ile yas ile
birlikte kollajen molekiilii kesit alaninin, 3.04 nm>den 3.46 nm”>e ulastigi
gosterilmistir. Bu durum yas ile iliskili korneal glikasyon artigina atfedilmistir.®’ Tip 2
diyabetli hastalarda, diyabetin keratokonusun gelisimi ve progresyonu iizerine koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir. Bunun olas1 nedeni, molekiiller arasinda artmis g¢apraz

baglantilar nedeniyle meydana gelen korneal sertlesmedir.®®®

Kollajen fibriller arasinda capraz baglanmalarin olusumundaki {iglincii mekanizma
ise oksidasyondur. Bu mekanizma, daha once anlatilan enzimatik ve glikasyon yolu ile
olusturulan ¢apraz baglanmalardan farklidir. Bu ¢apraz baglanmalar, oksidasyon sonucu
(Os aracil)) veya fotooksidasyon (UV aracil)) sonucu meydana gelebilir.”
Fotopolimerizasyon, endiistride UV 1sinlar1 gibi radyant enerji ile polimerlerin
iretiminde kullanilmaktadir. Multifonksiyonel monomerlerin fotopolimerizasyonu, ¢ok
sayida capraz baglanti igeren sert materyallerin iiretimini saglamaktadir. Bu yontem
endiistride, epoksi kaplamalar, optik lensler, optik fiber kaplamalar ve dis
materyallerinin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Monomerler, UV 151k
kaynag1 ve 1sik duyarlastirict varliginda, c¢apraz baglantilar ile polimerlere

dontismektedir.

CXL tedavi, endiistride kullanilan UV aracili fotooksidasyonun biyolojik sistemlere
uyarlanmis seklidir. Riboflavin ve UV A etkilesime girdiklerinde korneal stromada ROS
olusumuna neden olurlar. ROS, intrahelikal, interhelikal ve intermikrofibriller seviyede
kollajen zincirlerinin aminoasitleri arasinda oksidatif deaminasyon ve hidrojen bag

formasyonu olusturur. (Sekil 2)
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Sekil 2: 1-2 : Isik duyarlastirici riboflavin ve UVA reaksiyonu, ROS olusumu ile
sonuclanir 3: ROS, cesitli molekiillerle ileri tepkimeye girerek, kollajen fibrillerin
amino gruplar1 arasinda yeni c¢apraz kovalent baglarmn olusmasini saglar. (Tip II

fotokimyasal reaksiyon)’’

CXL tedavide kullanilan riboflavin, UVA’nin g6z icine smirli penetrasyonuna
yardim eder. (370 nm dalga boyundaki UVA’nin %95’ini absorbe eder) Boylece,
endotel ve g6z i¢i yapilarmm hasarina karsi koruma saglanir. Ayni mekanizmayla
riboflavin, lensin ve retinanin dogal yapisinda bulunarak UVA’nin hasar verici

etkisinden korumaktadir.

Giivenlidir, kolayca elde edilebilir. Korneanin ve lensin seffafligini degistirmez.
Gida endiistrisinde renklendirici olarak kullanilir. Non-toksiktir ve suda ¢oziinebilir.
Stromal penetranst oldukc¢a iyi bir molekiildiir. CXL tedavide, % 0.1 derisimde
riboflavin soliisyonu (10 ml % 20 Dextran T500 c¢oziiciisiinde, 10 mg riboflavin-5-
phosphate) kullanilir. Dextran T500, operasyon esnasinda korneanm sismesini
engelleyerek kontrollii bir ortam olusturur, ayrica UVA’nin maksimum penetransini

saglayarak capraz baglanan kollajen hacmini arttirmaktadir.
2.7.6.3. Teknik

Preoperatif degerlendirme, tam gdz muayenesine ilave olarak dikkatli bir refraksiyon

muayenesi, keratometri, topografi, bolgesel pakimetri ve endotel hiicre saymmini
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(opsiyoneldir) icerir. Korneal kontiirlerde egriliklere neden oldugundan operasyon
oncesinde kontakt lens kullanimmna ara verilmelidir. Tedavi tercihen ameliyathanede,
steril kosullarda gerceklestirilir. Teknik, klinigimizde de mevcut olan, 365 nm dalga
boyunda UVA 15181 iireten, ’UV-X Illumination System (Peschke Meditrade GmbH,
Switzerland)’” LED UVA 151k kaynagi tizerinden anlatilacaktir. Bu cihaz, genis (11.5
mm), orta (9.5 mm) ve kiiciik (7.5 mm) olmak iizere 3 farkl biiyiikliikte homojen UVA
spotu saglamaktadir. Isik enerjisi, uygulama oncesinde 6zel UV dedektori ile kalibre

edilir. Uygun UVA enerji araligi, 3.0£0.3 mW/cm® diizeyindedir.

Topikal anestezi sonrasi (proxymetacaine % 0.5) ultrasonik pakimetre ile korneal
kalinlik birka¢ noktadan ol¢iiliir. Tiim noktalarda korneal kalinlik 400 um’nin {izerinde
olmalidir. Korneal epitel, santralde 7-8 mm ¢apinda ucu kor bir spatiil veya % 20’lik
alkol solusyonu ile kaldirilir.”' Bir baska ydntem ise, yogun topikal anestezik
uygulamasi ile intakt olan epitelde gevseme saglamak ve ardindan riboflavin solusyonu
uygulamaktir.”” (C3-R) Ancak bu yontem tartismalidir. Epitelin kaldirilmasinin
ardindan, % 0.1’lik riboflavin soliisyonu (10 ml %20 Dextran T500 c¢oziiciisiinde, 10
mg riboflavin-5-phosphate) kornea lizerine damlatilir. Riboflavin uygulamasina, yarikli
lamba muayenesinde kobalt filtresi ile 6n kamarada sar1 flare tespit edildiginde son
verilir. Zaten bu durum, riboflavin uygulamasindan ortalama 5 dk sonra ortaya
cikmaktadir.”” Bu asamada korneal kalinlik tekrar 6lgiiliir, tim noktalarda kalnlik 400
um’nin iizerinde olmalidir. Aksi takdirde, hipotonik % 0.1°lik riboflavin soliisyonu
(Medio-Cross hypotonic, Peschke Meditrade GmbH, Switzerland) her 10 saniye (sn)’de
bir, 2 damla damlatilarak stromanin sismesi ve korneal kalinligin 400 pm’nin {izerine
cikmasi saglanir. Bu uygulamayla genellikle 3 dk’da kornea kalinlig1 350 pm’den 400
pm’ye ulasmaktadir. Bu asamadan sonra UV-X 151k kaynagi, kornea yilizeyine 5 cm
mesafede homojen UVA spotu olusturacak sekilde yerlestirilir. Cihazin spot biiyiikligi,
potansiyel limbal tosisiteye neden olmayacak sekilde ayarlanir. (Genellikle orta spot
cap1 tercih edilir) UVA 15181, 3 mW/cm® dozunda (5.4 Joulem®), 30 dk boyunca
uygulanir. Bu arada her 5 dk’da bir riboflavin soliisyonu damlatilmaya devam edilir. Bu
protokoliin varyasyonlari, preoperatif pilokarpin (% 1) damlatilmasi, 9 mm’lik ¢apta
epitelin kaldirilmas: ve uygulama sonrasi korneal bulanikligin 6nlenmesi amaciyla
tedaviye steroidli damlalarm ilave edilmesidir. (Siena protokolu)’* Teknigin bir bagka
modifikasyonu ise, santral 9 mm’lik capta epitelin kaldirilmasi ve her 3 dk’da bir damla

olmak iizere 30 dk boyunca riboflavin solusyonunun damlatilmasidir.”” Cihaz, 30 dk
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boyunca devam eden uygulamanin ardindan otomatik olarak isleme son verir. Tedavi,
reepitelizasyonun kalitesini bozmayacak, oksijen gecirgenligi iyi seviyede olan

yumusak kontakt lens uygulamasi ile sonlandirilir.

Postoperatif yonetim Fotorefraktif Keratektomi (PRK)’ya benzer, agri1 kontrolii ve
korneal epitelin iylesmesini tesvik etmek en dnemli noktalardir. Agri, ilk 24-48 saatte
daha fazladir ve kademeli olarak azalir. Agrisiz gegen 5-7 giin sonunda kontakt lens
cikarilir. Topikal antibiyotik, enfeksiyon profilaksisi amaciyla verilir. Bunun i¢in, 4.
kusak kinolonlar kullanilabilir. On kamara penetransi diisiik steroidlerin
(fluorometholone gibi) kullanim1 opsiyoneldir. Onceden herpetik keratit epizotu
gecirmis vakalarda profilaktik olarak, preoperatif 1-3. glinlerde 1200 mg\giin dozunda

peroral acyclovir baslanip, postop 7.giinde tedavi kesilebilir.”
Uygulamadaki Farkhhklar

Klasik CXL tedavisinde riboflavin uygulamasi kornea epiteli kaldirilarak yapilir ve
bu yolla riboflavinin kornea epitel bariyeri olmadan stromadan kolayca gecisi saglanip
UV-A uygulanmasina hazir hale getirilmektedir.””’® Epitel kaldirilarak yapilan yontem
etkinligi arttirmakla birlikte, epitel iyilesinceye kadar agri, batma, sulanma gibi
sikayetlere yol agmaktadir.”” Bu nedenden dolay1 epitel kaldirilmadan uygulama
secenegi giindeme gelmistir. Kornea epitelini kaldirmadan CXL tedavisine imkan veren
ve direkt kornea iizerine damlatilan trans-epitelyal riboflavin preparatlar iiretilmis ve
baz1 arastrmacilar tarafindan bu ydntemin etkili oldugu gosterilmistir.”*”’ Fakat bir¢ok

alismada epitel kaldirilmadan yapilan tedaviler etkili bulunamamustir.****

Diger
taraftan bu yontem daha giivenilir ve tolere edilebilir oldugundan cocuklara, uyum
saglanamayanlara ve kornea kalinligi 400 mikronun altinda ince kornealilara

onerilebilmektedir.®*%*

Tedavide bir diger tartisma konusu uygulama siiresidir. Gilincel CXL tedavisinde
uygulanan siire 30 dakikadir. Bu siirenin 30 dakikadan az olmasi ile yeterli etki elde
edilememektedir. Ayni sekilde uygulama siiresinin daha uzun tutulmasi; deneysel
olarak daha diisik mukavemet ve zayif dokusal yapi olusturdugundan ve hasta
uyumunu olumsuz etkilediginden onerilmemektedir.*> Tedavi siiresinin uzun olmasi

ozellikle uyum sorunu olan hastalar ve pediatrik yas grubunda uygulamay:
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zorlastirmaktadir. ilave olarak uzun siire hekim igin de bir dezavantaj olusturmaktadir.
Bu dezavantaji gidermek amaciyla birim {izerine uygulanan ultraviyole giiciinii artirarak
siireyi kisaltan yeni UV sistemi gelistirilmis ancak yaygin kullanima girmemistir. Bu
yontemde 30 dakika siireyle 3 mW/cm” uygulanan ultraviyole giicii, 30 mW/cm® giice

cikarilarak siireyi azaltmak amaglanmlstlr.go

2.7.6.4. Tedavi Endikasyonlan

CXL tedavi su durumlarda endikedir;

e Korneada ilerleyici diklesmeye neden olan keratokonus ve diger ektazilerin
tedavisinde

e Laser-Assisted in Situ Keratomileusis (LASIK) sonras1 gelisen, iyatrojenik
keratektazinin tedavisinde'**°

e intrakorneal ring etkinligini arttrmak amaciyla’

o Korneal melting ve yiizeyel korneal iilserlerde incelmeyi durdurma amaciyla'?

e Biilloz keratopatide agri kontrolii amaciyla'™*’

2.7.6.5. Tedavi Kontrendikasyonlar

CXL tedavi su durumlarda kontrendikedir;”*

e Kornea, 400 um’den ince ise (epitel kaldirildiktan sonra), eger korneal kalinlik
hipotonik solusyon uygulamasiyla 400 pm’nin iizerine ¢ikiyorsa uygulanabilir

e Hamile ve emzirenler

e Santral korneal opasiteler

e Siddetli kuru goz

e Kollajen doku hastaliklar1

e Oncesinde insizyonel refraktif cerrahi hikayesi olanlar (6zelliklede transvers

insizyonun olmast)
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2.7.6.6. Sonuclar

Biyomekanik Etki

Insan ve domuz kornealar: iizerinde yapilan in vitro galismalar, CXL tedavi sonrasi
korneal sertligin Onemli miktarda arttigim1 gostermektedir. Bir c¢alismada, tedavi
uygulanan domuz kornealarinda, gerilim (mukavemet) artist % 71.9, insan
kornealarinda % 328.9 olarak gerceklesmistir. Korneal sertligi ifade eden Young
modiilii (Elastiklik modiilii) ise, domuz kornealarinda 1.8, insan kornealarinda ise 4.5
olarak bulunmustur.®® Sonraki galismalarda, sertlestirici etkinin uygulama derinligine
bagimli oldugu ve esas olarak 6n stromada gerceklestigi gosterilmistir.*’ Tavsan
kornealarinda, tedavi etkinliginin en yiiksek oldugu 6n stromada, kollajen fibril
caplarmin % 12.2 (3.96 nm) oraninda arttig1 gosterilmistir.”® Yapilan termomekanik
testlerde, 6n stromada hidrotermal biiziilme etkisinin 75°C de, arka stromada ise 70°C

de gergeklestigi gozlenmistir.”’

Tedavi uygulanan domuz kornealarinda, pepsin, tripsin ve kollajenaz sindirim
direncinin, kontrol gozlere gore daha fazla oldugu, tedavi etkisinin maksimum oldugu
6n stromada, sindirimin en son gergeklestigi gdzlenmistir.”> Tedavi uygulanan
kornealarda, jel elektroforezi ile molekiil agirligi en az 1000 kiloDalton (kDa) olan
yogun polimer bantlar saptanmistir. Bu bantlarin, merkaptoetanol, pepsin ve 1siya
direngli oldugu bulunmustur.” Bu durum, kollajen lifler arasindaki ¢apraz baglantilarla

olusan ytliksek molekiil agirlikli kollajen polimerlerin bir kanitidir.

Etkinlik

Wollensak ve ark. 15 ilerleyici keratokonuslu hastanin 16 goéziinde yaptiklari ilk
insan galigmasi sonuglarini, Ocak 2003’te yaymlamislardir.”* Ayni yilm Mayis ayinda
bir bagka ¢alisma sonucu daha yaymlanmistir. Bu c¢alismada, 24 hastanin 22 gozi,
tedavi sonras1 3 ay ile 4 senelik periyotta (ortalama 23.2 ay) takip edilmis ve tedavi
goren tim hastalarda bu donem icerisinde hastaliktaki ilerlemenin durdugu
bildirilmistir. 16 gdzde (% 70) maksimum keratometri (K) degerinde 2.01 D ve refraktif
hatada 1.14 D azalma saptanmis, 5 hastada K degeri degismemis ve 1 hastada hafif bir
kétillesme gorilmiistiir. Gorme keskinligi, 15 hastada (% 65) hafifce artmstir.’
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Literatiirde yaymlanmis klinik ¢aligmalarda, farkli etkinlik sonuglar1 bildirilmistir. Bu
calismalarin yontemlerine bakildiginda, calismaya dahil etme-dislama kriterleri, tedavi
parametreleri, sonuglarin 6l¢timii ve analizleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Tiim
calismalarda, farkli derecelerde gorme keskinligi artisi, farkli derecelerde K
degerlerinde azalma ve farkli takip siireleri bildirilmistir. Caligmalarda hicbir ciddi
komplikasyon ile karsilasilmamistir. CXL tedavi, Amerikan Gida ve Ilag idaresi (The

Food and Drug Administration-FDA) tarafindan onaylanmstir.

2.7.6.7. Giivenlik

Wollensak ve ark. yaptiklar1 pilot ¢alismada, CXL tedavi sonrasi kornea ve lens
seffafliginda, endotel hiicre sayisinda ve gozi¢i basincinda (GIB) bir degisikligin
olmadigmi bildirmislerdir.” Mazotta ve ark.’nin 44 hasta ve 3 yil takipli caligmalarinda,
in vivo konfokal mikromorfolojik analiz sonuglarina gore, epitelyal rejenerasyonun 4
giinde tamamlandig1 ve limbal toksisitenin gelismedigi gosterilmistir.”” Tedavi ile
birlikte yok olan 6n midstromal ve subepitelyal sinir lifleri, postoperatif birinci aydan
itibaren, subepitelyal pleksustan rejenere olmakta, iki ve ligiincii ay itibariyle yeniden
eski yapisina donmektedir. Bu silire¢ 6 ayda tam olarak tamamlanmakta ve korneal
duyarhlik yeniden kazanilmaktadir. Postoperatif keratosit kaybi (apoptozu) 340 pm
derinlige kadar gergeklesmektedir. Insanlarda konfokal inceleme ile postoperatif 2. ve 3.
aylar arasinda keratosit repopulasyonun kademeli olarak basladigr ve 6. ayda
tamamlandigi gé')zlenmis,tir.96 Endotel hasar1 riski nedeniyle, 400 pm’dan ince
kornealarda CXL tedavi onerilmemektedir.' insan korneasinda, kizilotesi termal kamera
ile CXL tedavi esnasindaki 1s1 degisimi Ol¢iilmiis ve 1smin stabil olarak termal hasar

esiginin altinda kaldig1 gosterilmistir.”’

2.7.6.8. Komplikasyonlar

CXL tedavide literatiirde c¢esitli postoperatif komplikasyonlar bildirilmistir. Bir
hastada yavas gerileyen diffiz subepitelyal opasifikasyon™, tedavi sonrasi tim
hastalarda gelisen ve tam iyilesmesi postoperatif 12. aya kadar uzayabilen degisen
derecelerde stromal bulaniklik”, bakteriyel keratit'”, Acanthamoeba keratiti'"',

Herpetik keratit dykiisii bulunmayan bir hastada tedavi sonras1 5. giinde jeografik tlser
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ve iritis””, post LASIK ektazi nedeniyle CXL tedavi uygulanan bir hastada evre 3 diffiiz

lameller keratit bildirilmistir.'*

2.7.6.9. Tedavinin bilinmeyenleri ve hedefler

Keratokonus, hastalarin % 20’sinde penetran keratoplasti endikasyonu koyduracak
seviyede ilerleme gostermektedir.* Bu hastalikta transplantasyon cerrahisi ihtiyacini
azaltacak herhangi bir uygulama, Ozellikle 3. diinya {ilkeleri gibi saglik harcamalari
kisith tlkeler acisindan biiyilk Onem tagimaktadir. CXL tedavi, hastaliga bagh
morbiditeyi azaltan basarili bir tedavi yontemi olmasimin yani sira, tedavi maliyetlerinin
diisik olmasi ile de 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak uzun donem tedavi etkinligi ve
giivenlik tizerine bilimsel verilerin yetersizligi, tedavinin kaygi verici yonleridir.
Randomize calismalarda, tedaviye uygunluk ve dislama kriterleri arasinda farkliliklar
mevcuttur. Hastaligi progresyon kriterleri genellikle kotii tanimlanmistir ve ¢aligmalar
arasinda farkliliklar gosterir. Hangi vakalara yeniden tedavi uygulanacagi halen
tartismali konulardir. Tedavi protokolu standardize edilmelidir. Tedavi uygulanacak
ylizey alani, tedavi oncesi pilokarpin kullanimi, epitel kaldirma metodu (alkol veya
mekanik debridman), UVA uygulama Oncesi riboflavinin damlatilacagi siire, UVA
uygulama sirasinda riboflavin damlatma sikligi, UVA ulastirict sistem (dogrudan LED
(Light Emitting Diode) veya homojen aydinlatma sistemi), postoperatif tedavi protokolii
ve yeniden tedavi uygulamak i¢in kesin endikasyonlar halen gelistirilmesi gereken

durumlardir.

Kisa takip siireli calismalarda korneal sertlik artis1 GIB dlgiimlerini etkilememistir.
CXL tedavi korneada erken yaslanmaya neden olmakta, yaslanmay1 hizlandirmaktadir.
Clinkii, zaten yaslanma ile birlikte kollajen lifler arasinda ¢apraz baglanmalar meydana
gelmektedir. Daha da kotiisii bazi vakalarda ge¢ donemde gelisebilecek diyabet
nedeniyle non-enzimatik glikasyon da olaya dahil olacak ve tedavi etkisi daha da
artacaktir. Yeterli takip stiresi, stabil etki siiresi gibi sorulara cevap verecek kadar uzun
takip siireli ¢galisma heniliz bulunmamaktadir. Tasarim ve yontem kaygilar1 hala devam

etmektedir.

UVA gorilniir 15181n emisyon spektrumu i¢inde kalmaktadir. Polimerizasyon, bir

UVA 151k kaynagi kullanilmaksizin (UVA’ni zararh etkileri en aza indirilerek) goriiniir
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151k uygun ¢oziiciiler kullanilarak gerg:ekles,tirilebilir.]03 Fruktoz gibi sekerler, capraz
baglanmalar1 (fruktuasyon) tesvik icin umut vaad etmektedirler. Bu sekerlerin insan
dokularinda sorbitol yolagmda rolleri bulunmaktadir.'® Bu ajanlar, riboflavin-UVA

yontemi simirlamalarinin iistesinden gelebilirler.'®

3. FLAVONOIDLER

Flavonoidler polifenollerin dogal yollardan olusan en biiylik gruplarindan biridir.
Dogal olarak bitkilerin govdelerinde, yapraklarinda, kabuklarinda, ¢igeklerinde ve
koklerinde bulunurlar. Flavonoidler hemen hemen yesil bitkilerin tamaminda
bulundugundan, bitki ekstraktlariyla yapilan ¢alismalarin ¢ogunda sik sik karsilagilir.
Bu nedenle flavonoidler kimyaci, biyokimyaci, biyolojici ve bitkilerle ilgilenen diger

bilim adamlarmin ilgi alanina girer.

3.1. Flavonoidlerin genel yapisi

Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince 'sari' anlamma gelen 'flavus' sozciligiinden
tiiretilerek 'flavonoid' adin1 almiglardir. 15 C atomlu 2-fenil benzopiron (difenil propan)
yapist (C¢-C3-Ce) gosterirler. Bu yapilart nedeniyle polifenolik bilesikler olarak kabul
edilirler. Iskelet yapilarinm farkli olmasma gore flavon, flavonol, flavonon, biflavonoid,
kalkon gibi tiirleri vardir.'®® Flavonoidleri P vitamini olarak kabul eden goriisler

1
mevcuttur. 07

3.2. Flavonoidlerin genel ozellikleri

Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit (O,), lipid alkoksil (RO") ve
peroksil (ROQO"), nitrik oksit (NO) radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu, o-
tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlarma ek olarak; vazodilatatdr, immiinstimiilan,

antiallerjik, Ostrojenik, antiviral (HSV, HIV, influenza ve rhinoviriislere kars1) etkileri

106,108-111

de s6z konusudur. Fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin

112-115

inhibisyonu ile antiinflamatuar 6zellik gosterirler. Quercetin ve rutin gibi major

flavonoidlerin, serum trigliserit seviyesini ve platelet agregasyonunu azaltarak
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antitrombolitik etki gOstermeleri yaninda quercetin, meme karsinomunda p53 timor

®  Quercetinin ovarian karsinoma

supressor geninde down-regiilasyon yapar."'
hiicrelerinde transforming growth factor-pfl1 (TGF-B1) iiretiminin diizenlenmesi ile
olabilen inhibitér aktivitesi gosterilmistir.''” Yine bir flavonoid bilesik olan 3-
hidroksifarreroliin, 10 M konsantrasyonda siiperoksit anyonunun (O,) notrofil
iirtinlerini tetiklemesini azaltmasi, ndtrofil miyeloperoksidaz ve elastaz salinimini inhibe
etmesi, monositlerden tumor necrosis factor-o (TNF-a) ve IL-8 salinimin1 azaltmasi
yoluyla antibakteriyel 6zellik gosterebilecegi bildirilmistir.''® Ayrica, ksantin oksidaz,
glutatyon rediiktaz, nikotinamid adenin dintikleotid oksidaz (NADH-oksidaz), protein

kinaz gibi bazi enzimleri inhibe ettiklerine dair veriler de mevcuttur,'*®'1%-11%12!

Flavonoidler, glikozidler gibi canli hiicrelerde ortaya c¢ikarlar, sicak asit ve
enzimlerle sirasiyla aglikon ve sekere pargalanabilirler. Fenolik antioksidanlar, lipid
radikallere, hizla H" vermesi seklinde lipid oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi lipid
peroksil (ROQO") ve alkoksil (RO") radikalini par¢alamak ve boylece lipid peroksidasyon

zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir. '*

Literatiirde flavonoidlerin prooksidan Ozellikleri olduguna dair ¢alismalar da
mevcuttur. Bu 6zellikleri su sekilde 6zetleyebiliriz:
- Timér promotdrii olarak etkisi'%®!124
- Glutatyon rediiktaz enzimini inhibe etkisi'"’

.. 12 . .. . .o . ..
- Monooksijenaz'** ve siklooksijenaz enzimlerini aktive etkisi'*®

Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Testi kullanilarak, bazi
flavonoidlerin konsantrasyon ve serbest radikal kaynagina bagl olarak hem antioksidan
hem de prooksidan davranabilecegi gosterilmistir. Flavonoidler serbest radikallere karsi
antioksidan olarak davranirlar, ama bir gec¢is metali varliginda prooksidan aktivite
gosterirler. Bu flavonoidlerin antioksidan aktivitesi ve bakirin indiikledigi prooksidan

aktiviteleri kendi yapilarina baghdr.''>'*¢
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4. QUERCETIN

Quercetin, (3,3',4",5,7-pentahidroksiflavon) olarak adlandirilir. Flavonoidlerin flavon
grubundadir. Yapisinda 3,3'.4' ve 5,7 pozisyonlarinda -OH grubu baghdir. Yapisal
formiilii asagidaki gibidir:

Sekil 3: Quercetin bilesiginin acik formiilii

4.1. Quercetin bilesiginin fiziksel 6zellikleri

Formili : CisH1007

Molekiil agirhigr : 302,24 g/mol

Igerigi 1% 65,19 C, % 3,34 H ve % 37,06 O

Saflig :>95%

Erime noktasi :314°C

Goritintimii : Hardal saris1 renkte kati toz

Coziiniirligli  : Alkolde ¢6ziiniir. Suda eser miktarda ¢oziiniir. Asetik asit ¢ozeltisinde

yogun sar1 renk vererek ¢oziiniir. Ayrica %10’luk Tween 20 buffer ve %5°lik 0,2 M tris
buffer soliisyonu icerisinde ¢oziindigii gosterilmistir.'*”'*

Saklama kosullar1 : Giines 151¢1indan koruyarak +4 C’de saklanmalidir.
Maksimum eksitasyon : 380 ve 440 nm'”

UV maksimum absorbans : 365-380 nm"**"*?
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4.2. Prooksidan ve antioksidan ajan olarak Quercetin

Quercetin gibi bazi flavonoidlerin konsantrasyon ve serbest radikal varligina bagh

olarak hem prooksidan hem de antioksidan davranabilecegi gosterilmistir.''*"'*>

Quercetin, serbest oksijen radikallerini temziler. Ksantin oksidaz ve lipid

. .. 133,134
peroksidasyonunu inhibe eder.'*"

UVA’nin neden oldugu siiperoksit dismutaz ve
katalaz diizeylerindeki diismeyi parsiyel olarak oOnler, sitotoksik bir aldehid olan
malondialdehid (MDA) seviyesini belirgin olarak azaltir."*>'*>*® Bir gecis metali ve ya

5 . . 113,131,132
UV varliginda ise prooksidan aktivite gosterir.''>'3"-!3

4.3. Kimyasal CXL ajam olarak Quercetin

Kimyasal CXL ve UV 1s1gmin kullanildig1 fotooksidatif CXL olmak iizere iki farkl
kollajen CXL methodu vardir.

2010 yilinda Zhai ve ark., domuz kalp kapak ekstraseliiller matriksi {izerinde
quercetinin kimyasal CXL etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmay1 yaylnlamlslardlr.]37
CXL sonras1 mekanik 6zellikler, stabilite ve kalsifikasyon degerlendirilmis, sonuglar
gluteraldehit ile kiyaslanmistir. Quercetin ile CXL sonrasi ekstraseliiler matriksin
mukavemetinin daha yiliksek oldugu, termal denatiirasyon sicakligmin belirgin olarak
artti§1, enzimatik degradasyona karsi direncinin arttig1, quercetinin gluteraldehitten daha
etkin ve daha giivenilir bir kimyasal CXL ajani oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligma ile
quercetinin biyoprostetik kalp kapak ksenofragtlar1 i¢in yeni bir ¢capraz baglayici reaktif

olabilecegi gosterilmistir.
4.4. Fotooksidatif ve fotosensitizator ajan olarak Quercetin

1985 yilinda Takahama ve ark., quercetinin fotooksidatif 6zelligini ve O
(stiperoksit anyonu) bagimli mekanizmasin1i yaymlamislar, 380 nm civarinda

absorbsiyonun maksimum oldugunu bildirmislerdir."*! 2009 yilinda Fahlman ve ark.

quercetinin, UVA ve UVB’nin indiikledigi oksidasyon iiriinlerini gostermislerdir.'*>
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1965 yilinda Waiss ve ark., 2010 yilimda Montana ve ark."”®, 2013 yilinda Li ve

ark."” tarafindan quercetinin fotosensitizator etkisi gosterilmistir.

4.5. Riboflavine alternatif fotooksidatif CXL ajam olarak Quercetin

Calismamizda riboflavine maliyet ve etkinlik agisindan iistiin olabilecegini
disiindiigiimiiz quercetini arastirdik. CXL tedavisinde 1s1ga duyarlilastirici ajanin
kornea stromasina diffiizyonu gereklidir. Intakt epitelyum riboflavinin absorbsiyonunu
yavagslatan bir bariyerdir ve intakt epitelyum varliginda riboflavinin penetrasyonu tam
olmaz. Tavsan modellerinde epiteli korumanin CXL etkisini 5 kat azalttig
bildirilmistir.'*" Bu nedenle CXL tedavisinde epitelyum debride edilir. Yiiksek molekiil
agirhikli maddelerin kornea stromasmdan gegisi sinirhdir. 376,37 g/mol molekiil
agirlikl riboflavinin kornea stromasina gegisi bilinmektedir. Bu nedenle biz de 302,24
g/mol molekiil agirlikli quercetinin bu yonden avantajli olabilecegini diisiindiik.
Kullanilan CXL ajaninin fotooksidatif ve fotosensitizatér 6zellikte olmasinin yani sira
UV’yi maksimum oranda absorbe etmesi gerekir. Ciinkii kornea stromasina etki ederken
kornea endotel hiicrelerinin, lensin ve retinanin UV nin zararl etkilerinden korunmasi
gereklidir. Riboflavinin 370 nm’deki UV absorbanst % 90 civarmdadir.”® Quercetinin

UV absorbanst da 370 nm’de maksimum diizeydedir.*’">

Ayrica quercetinin
maksimum eksitasyon degeri 380 ve 440 nm dalga boylarmdadir'®’, bu da riboflavinin

floresans spektrumu ile oldukga benzerdir. (Sekil 4-5)
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Sekil 4: Riboflavinin floresans spektrumu
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Sekil 5: Quercetinin floresans spektrumu

5. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calismada; crosslinking uygulamasi, sakrifikasyon islemi ve denek
kornealarindan seritlerin hazirlanmas1 Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Tibbi Arastirma Birimi’nde (DETAB), doku orneklerinden kesitler hazirlanmasi,
kesitlerin boyanmasi, histopatolojik degerlendirmeler ve goriintiileme islemleri Kocaeli
Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda, bilgisayar destekli biyomateryal
test diizeneginin hazirlanmasi ve biyomekanik testler Kocaeli Universitesi Teknik
Egitim Fakiiltesi Makina Egitimi Boliimii’'nde gerceklestirilmistir. Calisma, Helsinki
Bildirgesi’nde deneysel arastirmalarda belirtilmis olan esaslara uygun olarak

yirtitilmiistiir.

Calisma 2 asamal1 olarak planlanmistir. Birinci asamada, histopatolojik giivenlik
testleri yapilmustir. Ikinci asamada ise biyomekanik testler ile tedavi etkinliinin ortaya

konulmas1 amaglanmustir.
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5.1. Crosslinking cihazinin ozellikleri

Klinigimizde mevcut olan UV-X Illumination System (Peschke Meditrade GmbH,

Switzerland)’’ ile crosslinking islemi uygulanmistir.

UV-X Illumination System (Peschke Meditrade GmbH, Switzerland)’in 6zellikleri:

e 365 nm dalga boyunda, 7-9-11 mm ¢apli homojen UVA spotu iiretebilmektedir
e 3 mW/cm®’lik spot enerjisi saglayabilmektedir

Calisma mesafesi 50 mm’dir

e 32x5x5 cm ebatlarindadir

e Agirhig: 6.5 kg’dir.

5.2. Denekler

Calismamizda, birinci ve ikinci asamalarda toplam 60 adet, saglikli Avustralya-Yeni
Zelanda Irki, Chinchilla tiirii (3000-3500 gr) albino disi tavsan kullanilmistir. Deney
hayvanlari, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'nden (DEHYUAM) temin edilerek, Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Tibbi Arastirma Birimi’nde (DETAB) kendileri i¢in 6zel liretimis
olan tavsan kafeslerinde, tek ya da ikili gruplar halinde, istedikleri kadar yem ve su
alarak, 1s1s1 (214+2°C) ve nem orani kontrollii odalarda barindirildi. Odanin aydinlatmasi
floresan 151k ile saglandi ve her 12 saatte bir (06:00-18:00) agip kapama dongiisii
gerceklestirildi.

Calismamizda 60 denek, n=60 g6z kullanilarak 4 grup olusturuldu:

1. Grup (K) : Kontrol (n=15)

2. Grup (T) : UVA / %10’luk Tween 20 buffer ve %5’ lik 0,2 M tris buffer
soliisyonu (n=15)

3. Grup (R) : UVA /% 0,1 Riboflavin (n=15)

4. Grup (Q) : UVA / %1’lik Quercetin (%10’ luk Tween 20 buffer soliisyonu ve
%35’ lik 0,2 M tris buffer soliisyonu icerisinde) (n=15)
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. . 127,128,141
Daha 6nceki calismalarda'®’'*%

korneal gecirgenligi arttirdigi ve korneada
giivenilir oldugu gosterildigi i¢in ¢alismamizda da %10’luk Tween 20 buffer ve %5’ lik

0,2 M tris buffer soliisyon ile %1’ lik topikal quercetin soliisyonu hazirlandi.

Birinci asamada, n=30 gbze histopatolojik ¢aligmalarla giivenilirligi kanitlanmis
patentli °UV-X Illumination System’’ ile standart tedavi parametrelerini’ igeren CXL
tedavisi uygulandi. Her grupta n=10 olacak sekilde % 0,1’lik riboflavin, %10’luk
Tween 20 buffer - %5°lik 0,2 M tris buffer soliisyonu ve %1’lik quercetin (%10’luk
Tween 20 buffer - %5’ lik 0,2 M tris buffer soliisyonu igerisinde) ile CXL tedavisi
uygulandi. n=10 go6ze ise sadece epitelyal debridman yapilda.

Uygulamay1 takiben 7. ve 42. giinlerde sakrifikasyon sonrasi, denek kornealarindan
hazirlanan kesitler, rutin ve immunohistokimyasal yOntemlerle boyama sonrasi
histopatolojik olarak degerlendirildi. Tiim deneklerin CXL tedavisi Oncesi ve
sakrifikasyon oOncesi ultrasonik pakimetre ile kornea kalinligi ve TonoPen XL

aplanasyon tonometresi ile (Mentor, Norwell, MA, USA) g6zi¢i basinci lgiildii.

Ikinci asamada, n=20 goz, 4 gruba ayrildi. T grubuna (n=5), R grubuna (n=5) ve Q
grubuna (n=5) standart tedavi parametrelerini iceren CXL tedavisi uygulandi. K
grubundaki (n=5) gozlere ise sadece epitelyal debridman yapildi. Aymi giin
sakrifikasyon sonrasi denek kornealarindan, her iki ugta 1’er mm skleral doku ile
birlikte ortalama 14x4 mm boyutlarinda seritler hazirlandi. Korneal seritler, Kocaeli
Universitesi Teknik Egitim Fakiiltesi Makina Egitimi Boliimii’'nde hazirlanan bilgisayar

destekli biyomateryal test diizenegi ile biyomekanik testlere tabi tutuldu.

5.3. Crosslinking uygulamasi

Deneklere, 1.5 ml Ketamine Hydrochloride (Ketasol % 10; Richter Pharma AG, 35
mg/kg) ve 0.5 ml Xylazine Hydrochloride’in (Rompun % 2; Bayer Pharma, 5 mg/kg)
intramiiskiiler (IM) uygulanmasi ile genel anestezi saglandi. Denek gozlerine,
Proparacain Hydrochloride (Alcaine % 0.5; Alcon) ile topikal anestezi sonrasi, kapak
spekulumu takildi. Vakumlu trepan ile santral 7.5 mm ¢apta korneanin isaretlenmesinin

ardindan, pamuklu ¢cubuk kullanilarak korneal epitel kaldirildi.
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T grubunda, %10’luk Tween 20 buffer ve %5’ lik 0,2 M tris buffer soliisyonu 30
dakika boyunca kornea yiizeyinde bekletildi. UVA uygulama oncesi, cihazin spot
enerjisi kalibre edildi. Kornea yiizeyine 5 cm mesafeden 3 mw/cm’ dozunda (5.4
Joulem?) UVA 15181 30 dk boyunca uygulandi. Bu esnada, her 5 dk da bir %10’luk
Tween 20 buffer ve %5’ lik 0,2 M tris buffer soliisyonu damlatild:.

R grubunda, % 0.1’lik riboflavin soliisyonu (10 ml % 20 Dextran T500 ¢oziiciisiinde,
10 mg riboflavin-5-phosphate) 30 dakika boyunca kornea ylizeyinde bekletildi. UVA
uygulama Oncesi, cihazin spot enerjisi kalibre edildi. Kornea ylizeyine 5 cm mesafeden
3 mw/cm’ dozunda (5.4 Joul/em?) UVA 15181 30 dk boyunca uygulandi. (Sekil 6) Bu
esnada, her 5 dk da bir % 0.1°lik riboflavin soliisyonu damlatildi.

Q grubunda, %1’lik quercetin (%10’luk Tween 20 buffer ve %5’ lik 0,2 M tris buffer
soliisyonu igerisinde) 30 dakika boyunca kornea yiizeyinde bekletildi. UVA uygulama
oncesi, cihazin spot enerjisi kalibre edildi. Kornea yiizeyine 5 cm mesafeden 3 mw/cm’
dozunda (5.4 Joul/em?®) UVA 15181 30 dk boyunca uygulandi. Bu esnada, her 5 dk da bir
%1°lik quercetin (%10’luk Tween 20 buffer ve %5’ lik 0,2 M tris buffer soliisyonu
icerisinde) damlatildi. Uygulamaya, denek gozlerine lomefloxacin (Okacin 3 mg/5 ml;
Novartis) damlatilarak ve reepitelizasyonun kalitesini bozmayacak, oksijen gegirgenligi
iyl seviyede olan yumusak kontakt lens (Zeiss) konularak son verildi. Kontakt lens
epitelyum iyilesmesin goriildiigii postop 3-5. giinlerde ¢ikarildi. Lomefloxacin damla 1
142

hafta, deksametazon damla (Dexa-sine 1mg/5ml; Liba) 2 hafta boyunca damlatildi.

CXL tedavisi, deneklerin tek gozlerine igerisinde uygulandi.

Denekler, birinci asamada postoperatif 7. ve 42. giinlerde, ikinci asamada ise ayni
giin, yiiksek doz intravendz (1V) Tiopenthal Sodium (Pentothal Sodium 0.5 gr; Abbott,
150 mg/kg) ile sakrifiye edildi. Globlar, 12 hizasinda limbustan isaretlenerek eniiklee
edildi.
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Sekil 6: CXL tedavi diizenegi ve uygulama

5.4. Histopatolojik inceleme

Globlar, 10 giin siire ile % 4’lik paraformaldehyde soliisyonu igerisinde tespit
edildikten sonra, kornealar saat 12 hizasindan (santralden) kesildi ve korneal doku
ornekleri parafine gomiildii. Hazirlanan 4 um’lik parafin kesitler, poly-L-lizin ile kapl
lamlar tlizerine alind1. Kesitler, ksilen ve etanol ile deparafinize ve rehidrate edildi. Daha
sonra deiyonize su ile yikandi ve nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek amaciyla, tris
buffered saline (TBS) igerisinde % 5 oraninda diliie edilmis at serumu ile oda
sicakliginda 10 dk protein blokaji yapildi ve primer antikor uygulamasina gegildi.
Kesitler, poliklonal fare antikoru anti-smooth muscle actin (anti-SMA) (1:400; Dako,
Glostrup, Denmark) ile oda 1sisinda bir gece inkiibe edilip, TBS ile 2 kez 5’er dk
yikandi. Sekonder antikor iglemi i¢in sirasiyla streptavidin-biotin (Lab Vision,
Biotinylated Goat Anti-Mouse, Lot:MBN11206A, CA, USA) ve streptavidin-
peroksidaz (Lab Vision Streptavidin Peroxidase, Lot:SHR11210) soliisyonlarinda 15’er
dk inkiibe edildi. Ardindan kromojen olarak diamino benzidin (Lab Vision,
Lot:AHD21119, CA, USA) soliisyonunda 15 dk bekletilip su ile yikandi. Asitsiz ve
alkolsuz Mayer hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra deiyonize su ile
yikanarak % 95 ve % 100’Lik alkollerden, sonra ksilenden gecirildi ve kurutularak
kapatildi. Immunohistokimyasal boyama ile birlikte, tiim kesitlere Hematoksilen-Eozin

(H&E: Hematoxylin-Eosin) boyama da yapildi.

Preparatlar, Olympus BX51 (Olympus Optical Co, Tokyo, Japan) 151k mikroskopu
ile incelendi. Kesit santralinde, en biiyiik biliylitmede (x400), epitel-endotel biitiinligi,

keratosit sayisi, korneal 6dem, kornea kalinligi, inflamasyon ve immunohistokimyasal
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olarak myofibroblastik aktivite degerlendirildi. Degerlendirmede, kesit santralinde en

biiytik biiylitme alaninda keratositler sayildi ve kornea kalinliklar1 6l¢tildii.

5.5. Bilgisayar destekli biyomateryal test diizeneginin hazirlanmasi

Deneyde kornealara ait biyomekanik test degerlerinin elde edilebilmesi i¢in, Sekil
7’de goriilen bilgisayar destekli biyomateryal test diizenegi kullanildi. Test diizenegi ile
cesitli biiytikliiklere ait veriler bilgisayara aktarilabilmektedir. Bunlar; kuvvet-yiik (F)
[Newton, N], uzama miktar1 (AL) [mm], kornea seritlerinin ilk boyu (L) [mm] ve
kalinlik miktar1 (b) [mm] biiyiikliikleridir. Deneylerde ¢ene araligi ortalama 14 mm
olarak ayarlanmistir. Kornea kesit alani, ¢ekme testi dncesinde 0.01 mm dijital kumpas

ile kalinlik ve genislik dlgiilerinin alinmastyla belirlenmistir.

Test diizeneginde ¢ekme kuvvetinin 6lgiilmesi amaciyla, Esit marka Sba tipi 50 N
kapasiteli yiik hiicresi kullanilmistir. Yiik hiicresinden elde edilen sinyallerin
diizeltilerek 0-10 dogru akim (DC) voltaja doniistiiriilmesi ig¢in, Esit model TR3
transmitter kullanilmistir. Uzama miktarinin 6lg¢lilmesi igin, 0.005 mm hassasiyetli

Haidenhain marka lineer dijital cetvel, hareketli ceneye montaj edilerek kullanilmigtir.

[Yiik hiicresi| [Sabit cene | [Manuel hiz ayari |

Hareketli ¢ene

Sekil 7: Bilgisayar destekli biyomateryal test diizenegi
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Korneal serit ucunu tutan hareketli ¢ene, dogrusal bir yatak iizerine sadece tek

eksende hareketine izin verilecek sekilde sabitlenmistir. Boylece hareketli cene,

dogrusal yatagmn kayici arabasi, itici somun

ve dijital cetvelin okuyucu kafasi,

kendilerini rijit bir sekilde bir arada tutan govde lizerine monte edilmislerdir. Bu

baglantilarin sematik goriintimii Sekil 8°de gdsterilmistir.

0-10 Vdc Kuvvet Sinyali

24Vde 7 -_——— -] -——— PC
W f j‘ H Yazilimi

‘ USB Veri
- Transmitter Servo Toplama ve
T Kontrol | Kontrol Karti
i Motor Besleme Gerilimi gnvali i
=1 e Konumsinygli -
> 5-4 | —
gl g Servo ! I
A % M :L o O] 'h
8| B olSg | |
; | &) | [ |
2] Ol | vidal Mil
= e vl )
L O :\Litici somun <—
i Hareketli Govde
© \ Dogrusal Yatak
o |
(N W _|

Yiik Hicresi .
Sabit Cene  Hareketli Cene

Sekil 8: Test diizeneginin sematik goriinimii

Bu sensorler ile elde edilen kuvvet ve deplasman verilerinin bilgisayar ortamina

aktarilmasi, National Instruments marka USB6009 model veri toplama karti ile

gergeklestirilmistir. Test verilerinin bilgisayara kayit edilmesi i¢cin Labview Programi

ile yazilan bir paket program hazirlanmistir. (Sekil 9) Ayarlanabilir cekme hizina sahip

cthazda, veriler 10 Hz sikliginda alinmastir.
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Sekil 9: Test diizenegi i¢in hazirlanmis programa ait kullanici ara yiizii.

Olgiilen ilk veriler ve diizenek ile elde edilen veriler, Microsoft Excel (Microsoft
Office Pack 2003) programu ile islenmistir. Bdylece korneanin biyomekanik
ozelliklerini ifade eden; Birim Deformasyon Orani-Gerinim (g), Gerilme Mukavemeti-
Gerilim (o) ve bu iki degerin oransal degisimi ile tanimlanan ve dokunun sertligini ifade
eden Young Modili-Elastiklik Modiilii (E) degerleri tespit edilmistir. Kuvvet ve

deformasyon miktarlari, temel mukavemet teorileri ile analiz edilmistir.

€, yapilarin uzama kabiliyetini ifade eden bir terimdir. Birimi yiizde (%) olarak ifade
edilir. Uzama orami olarak da tammmlanir ve test edilen numunenin uzama miktarmin,

baslangictaki ilk boyuna olan oranidir. Olusan % gerinim miktari, Denklem 1 ile

hesaplanmaktadir.
AL
e [%)= Ax ]
L [mm]

Denklem 1: &: Gerinim (%), AL: Uzama miktar1 (mm), L: Ik boy (mm)

Korneanin biyomekanik 6zelligini ifade eden bir diger dnemli biiytikliik, dokunun
bir birimlik kesit alanda tasiyabildigi yiik degeri, yani gerilme mukavemetidir (c). “’c”’
degerinin hesaplanmasi ile farkl kesit alana sahip yapilarda Olgiilen farkli kuvvet

degerlerinin anlamli bir gsekilde yorumlanmasi saglanabilmektedir. Yani, Olgiilen
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kuvvetin kesit alana boliinmesi ile birim alana diisen ylik miktar1 bulunmakta, boylece
farkli yapilarm “’c’” degerleri birbirleriyle kiyaslanabilmektedir. Dokunun gerilme
mukavemetini gosteren ve kisaca; birim kesit alan (A) icin tagmnan yiik (F) olarak da
ifade edilen kornea i¢i olusan gerilme degerleri, Denklem 2 ile hesaplanmistir. Dokunun
tasidig1 kuvvette ani diislisiin olmasi, dokunun maksimum gerilme degerine ulastigini

bir sonra ki adimda ise ywrtilarak/koparak deforme oldugunu ifade etmektedir.

F [N]
A[mm2]
Denklem 2: o: Gerilme (Mega Pascal, MPa), F: Yiik(Newton, N), A: Birim kesit alan

c [MPal=

(mm’)

Young Modiilii-Elastiklik modiilii (E) ise yapilarin esneklik kabiliyetlerini ifade eden
en belirgin parametredir. Cekme-basma testleri gibi mekanik testlerden elde edilen
gerilme-gerinim verilerinin degisimi olarak ifade edilmektedir ve Denklem 3 ile

hesaplanmaktadir.

E[Mpa]= g
&£
Denklem 3: E: Elastiklik modiilii, 6: Gerilme, €: Gerinim
Sekil 10°da deney diizeneginden elde edilen verilerin, Denklem 1 ve Denklem 2
kullanilarak Microsoft Excel programinda islenmesi sonucu, numunenin test siiresince

gosterdigi gerilme-gerinim karakteristiginin belirlenmesine ait Ornek bir ¢aligma

goriilmektedir.
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10 1 Kalict hasar bolgesi
04 8.47
8 4
7 7] /
e 4| y = 35,483 - 2,9581
= Kopma/Yirtilma
E 97
§ 41
3 4
2 4
14
0 . . . . .
0 0,1 02 03 0.4 05
Gerinim [%]

Sekil 10: o-¢ egrisi ve E’nin tespiti.

Sekil 10°daki 6rnek incelemede oldugu gibi o-¢ egrisi, belirli bir bolgede dogrusal
artis gostermektedir. Bu bolgede, o-¢ degerlerindeki degisimin orani, diger bir ifade ile;
bu degerleri kesen dogru denkleminin (kesikli ¢izgi ile gosterilmektedir) tiirevi,
dogrunun egimini yani elastiklik modiiliinii (E) vermektedir. Boylece E=y'=35,483 MPa

olarak tespit edilir.

Yaptigimiz biyomekanik testlerde, korneal seritler 14 mm’lik ¢ene araliginda
sikistirilarak, hareketli ¢ene ile seritler tizerine 1 mm/dk’lik ¢ekme hiziyla sabit bir

kuvvet uygulanmistir. (Sekil 11) Dokularin yirtildigi maksimum gerilme degerine

ulasildiginda islem sonlandirilmistir. (Sekil 12)

Sekil 11: Biyomekanik test diizenegi, metal ¢eneler arasina sikistirilmis korneal serit
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Sekil 12: Maksimum gerilme degerine ulagan dokuda yirtilma ani
5.6. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi “SPSS for Windows version 157 yazilimi
kullanilarak yapildi. Istatistiksel degerlendirmelerde, ikili gruplar nonparametrik Mann-

Whitney U testi ile karsilastirildi. Istatistiksel anlamlilik sinmr1 p<0.05 olarak kabul

edildi. Metin i¢inde sonuglar ortalama + SD olarak verildi.

6. BULGULAR

6.1. Histopatolojik degerlendirme bulgulan

Tim gruplarda postoperatif 7. ve 42. giinlerde sakrifiye edilen deneklere ait korneal
kesit incelemelerinde inflamasyon bulgusuna ve korneal ddeme rastlanmadi, kornea

epitel ve endotel biitiinliigii intakt olarak degerlendirildi.
Histopatolojik kesitler niteliksel olarak degerlendirildiginde, postoperatif 7. ve 42.

giin deneklerinde, tiim gruplarda tiim stroma katlarinda keratositlerin normal dagilim

gosterdigi saptandi.
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Sekil 13: K grubu deneklerine ait H&E ile boyanmis histopatolojik kesit ornekleri. Sol
fotograf postoperatif 7. giin deneklerine (%x200), sag fotograf postoperatif 42. giin
deneklerine (%200) aittir, yildizlar tiim stroma katlarinda normal keratosit dagilimini

gostermektedir.

Sekil 14: T grubu deneklerine ait H&E ile boyanmig histopatolojik kesit 6rnekleri. Sol

fotograf postoperatif 7. giin deneklerine (%x200), sag fotograf postoperatif 42. giin
deneklerine (%200) aittir, yildizlar tiim stroma katlarinda normal keratosit dagilimini

gostermektedir.
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Sekil 15: R grubu deneklerine ait H&E ile boyanmis histopatolojik kesit drnekleri. Sol
fotograf postoperatif 7. glin deneklerine (x200), sag fotograf postoperatif 42. giin
deneklerine (%200) aittir, yildizlar tiim stroma katlarinda normal keratosit dagilimini

gostermektedir.

T L R T T "‘"‘::ﬂﬁﬂﬁm‘mmm e 'mﬁtm

%k - S

[ s s o o Mmoo o T —

Sekil 16: Q grubu deneklerine ait H&E ile boyanmis histopatolojik kesit 6rnekleri. Sol
fotograf postoperatif 7. glin deneklerine (x200), sag fotograf postoperatif 42. giin
deneklerine (%200) aittir, yildizlar tiim stroma katlarinda normal keratosit dagilimini

gostermektedir.

Immunohistokimyasal degerlendirmede, T, R ve Q gruplarinda, belirgin bir dagilim

paterni gostermeyen, tek tiik a-aktin (+) hiicreler (myofibroblastlar) goriildii.
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Niceliksel degerlendirmede ise, postoperatif 7. ve 42. giin deneklerinde, korneal
kalinlik ikili gruplar arasinda (K-T, K-R, K-Q, R-Q) karsilastirildiginda, istatistiksel
anlaml bir farklilik tespit edilmedi. (p>0.05)

Postoperatif 7. giin deneklerinde, keratosit sayismin T, R ve Q gruplarinda K
grubuna gore azaldigi, ikili gruplar arasinda, (K-T, K-R, K-Q, R-Q) karsilastirildiginda,
K-R ve K-Q gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir farkliligim oldugu (p<0.05), K-T

ve Q-R gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark bulunmadigi goriilmiistiir. (p>0.05)

Postoperatif 42. giin deneklerinde, keratosit sayisimmm T, R ve Q gruplarinda K
grubuna gore azaldigi, ancak ikili gruplar arasinda (K-T, K-R, K-Q, R-Q)
karsilastirildiginda, istatistiksel anlamli bir farklilik saptanmadig1 goriilmiistiir. (p>0.05)

Postop Goz Ortalama keratosit Ortalama kornea

Grup | siire (giin) sayisi sayis1 (£SD) kalinlig1 (+SD) P1 P2
(N) (uM)

K 5 98.20+23.48 46020

T 5 70.80+17.59 430470 0.11 |0.21

R ’ 5 64.00+10.58 49020 0.01%* | 0.07

Q 5 71.2049.83 490+50 0.03* | 0.18

K 5 81.40+14.20 450470

T 5 66.40+24.99 430460 0.34 | 0.65

R . 5 62.80+10.25 420440 0.07 | 0.33

Q 5 59.60+32.25 47060 0.20 | 0.57

Tablo 1: Deney gruplarma ait histopatolojik verileri gosteren tablo. K: Kontrol grubu,
T: Tween 20 buffer ve tris buffer soliisyon grubu, R: Riboflavin grubu, Q: Quercetin
grubu. P1: Postop 7. ve 42. giin deneklerinde keratosit sayisinin kontrol grubu ile diger
gruplar arasindaki istatistiksel farkliligi, P2: Postop 7. ve 42. giin deneklerinde kornea
kalinligmin kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farkliligi, P<0.05;

gruplar arasi istatistiksel anlamli farklilik (*)
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R grubu Q grubu P
Ortalama keratosit sayisi
= 64.00+10.58 | 71.2049.83 0.46
5 (+SD)
~
2
S Ortalama kornea kalinligi
8 490420 490+50 0.70
= (£SD) (uM)
= Ortalama keratosit sayisi
3 62.80+10.25 | 59.60+32.25 0.46
e (£SD)
o
<
§" Ortalama kornea kalinlig1
2 420+40 470+60 0.23
> (£SD) (uM)

Tablo 2: Riboflavin ve quercetin gruplarina ait histopatolojik verileri gosteren tablo.

P<0.05; gruplar aras istatistiksel anlamli farklilik (*)

6.2. Biyomekanik test bulgular

Gruplara (K, T, R, Q) ait denek kornealarinin biyomekanik testler sonucu elde edilen

maksimum gerilme (o), Elastiklik modiilii (E) ve maksimum gerilme degerleri i¢in

Olciilmiis maksimum gerinim (€) degerleri toplu bi¢imde Tablo 3’te gosterilmistir.

Degerlendirmelerde Q grubuna ait bir g6z uygun korneal serit hazirlanamamasi iizerine

calisma dis1 brrakilmistir.

K
1 7.23
° 2 5.95
4
S 3 7.92
© 4 7.39
5 7.12
Ortalama deger 7.12
Standart sapma(SD) | 0.64

7.32
6.25
6.42
7.72
6.46
6.83
0.58

57

9.7

7.76
9.2

7.75
8.58
8.59
0.77

7.66
6.27
6.79
7.54
7.06
0.56




Maksimum Gerinim (g, %)

K T R Q
1 0.36 0.378 0.2
° 2 0.41 0.27 0.279 0.157
E 3 0.29 0.241 0.314 0.484
© 4 0.28 0.37 0.14 0.24
5 0.37 0.3 0.282 0.29
Ortalama deger 0.34 0.31 0.24 0.29
Standart sapma(SD) | 0.04 0.05 0.06 0.12
K T R Q
1 38.31 31.92 54.47
o 2 13.35 21.68 42.58 51.56
E 3 37.98 30.88 42.04 20.32
O 4 35.50 31.79 51.51 36.79
5 29.03 34.36 39.88 36.79
Ortalama deger 30.83 30.13 46.09 36.36
Standart sapma(SD) | 9.35 4.37 5.77 11.05

Tablo 3: Deney gruplarina ait biyomekanik test verilerini gosteren tablo. K: Kontrol
grubu, T: Tween 20 buffer ve tris buffer soliisyon grubu, R: Riboflavin grubu, Q:

Quercetin grubu

Deney gruplarina ait maksimum gerilme degerleri Sekil 17°de kiyaslamali olarak
gosterilmistir. Bu incelemeye gore, K grubu denek kornealarinda maksimum gerilme
degeri ortalama 7,12+0,64 MPa, T grubunda 6,83+0,58 MPa, R grubunda 8,59+0,77
MPa, Q grubunda ise 7,06£0,56 MPa olarak tespit edilmistir. K grubuna gore, R
grubunda %?21’°lik bir mukavemet artisi gergeklesmistir. Q grubunda ise degisiklik
goriilmemistir. Bu veriler 1g1ginda ikili gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda, K-
R ve R-Q gruplar1 arasinda istatistiksel anlamlt bir farkliligin oldugu (p<0.05) (Tablo
4,5), ancak K-T ve K-Q gruplar1 arasinda bir fark bulunmadigi gortilmiistiir. (p>0.05)
(Tablo 4)
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Sekil 17: Gruplar aras1 ortalama “’om,x’’ degerlerinin kiyaslamasi,

7,12

6,84

o [MPa]

8,60

7,07

o [MPa]

<

Omax - Maksimum

gerilme, K: Kontrol grubu, T: Tween 20 buffer ve tris buffer soliisyon grubu, R:

Riboflavin grubu, Q: Quercetin grubu

- Ortalama Ortalama Elastiklik
0z
maksimum maksimum | modiilii(=SD)
Grup | sayisi _ o P1 P2 P3
N gerilme(£SD) | gerinim(£SD) (E, MPa)
(Omax, MPa) (Emax, %0)
K 5 7.12+0.64 0.34+0.04 30.83+9.35
T 5 6.83+0.58 0.31£0.05 30.13+4.37 | 0.60 | 0.53 | 0.46
R 5 8.59+0,77 0.24+0.06 46.09+£5.77 | 0.02* | 0.04* | 0.009*
Q 4 7.06+£0.56 0.29+0.12 36.36+11.05 | 1.00 | 0.38 | 0.32

Tablo 4: Deney gruplarina ait biyomekanik test veri ortalamalarinin karsilagtirmast.

Pl:

Ortalama maksimum gerilme degerleri i¢in kontrol grubu ile diger gruplar

arasindaki istatistiksel farklilik, P2: Ortalama maksimum gerinim degerleri i¢in kontrol

grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farklilik, P3: Elastiklik modiilii degerleri
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icin kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki istatistiksel farklilik,

arasi istatistiksel anlaml farklilik (*)

P<0.05; gruplar

Ortalama Ortalama Elastiklik
maksimum maksimum modiilii(=SD)
Grup G0z sayisi(N)
gerilme(+SD) gerinim(£SD) (E, MPa)
(Gmax, MPa) (Smax, %)
R 5 8.59+0,77 0.24+0.06 46.09+5.77
Q 4 7.06+0.56 0.29+0.12 36.36+11.05
P 0.01% 0.62 0.14

Tablo 5: Riboflavin ve quercetin gruplarma ait biyomekanik test veri ortalamalarinin

karsilastirmasi, P<0.05; gruplar arasi istatistiksel anlamli farklilik (*)

Gruplarm ortalama maksimum gerilme degerlerine (omax) karsilik gelen ortalama

maksimum gerinim (emax) degerleri, Sekil 18’de kiyaslamali olarak gdosterilmistir.
Ortalama “’gnax’’, K grubunda 0.34+0.04, T grubunda 0.31£0.05, R grubunda
0.24+0.06, Q grubunda ise 0.29+0.12 olarak tespit edilmistir. Dolayisiyla, R grubunda

K grubuna gore maksimum birim uzamada % 30, Q grubunda ise % 15 oraninda azalma
gerceklesmistir. Bu sonuglara gore, ikili gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda,
K-R gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir farkliligin oldugu (p<0.05) (Tablo 4),
ancak K-T, K-Q ve R-Q gruplar1 arasinda bir fark bulunmadigi tespit edilmistir.
(p>0.05) (Tablo 4,5)
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Sekil 18: Gruplar arasi ortalama “’gy,x’" degerlerinin kiyaslamasi, “’€max’’: Maksimum

gerinim, K: Kontrol grubu, T: Tween 20 buffer ve tris buffer soliisyon grubu, R:

Riboflavin grubu, Q: Quercetin grubu

Gruplarin, “’c-g’’ egrilerinden elde edilen Elastiklik modiili (E) degerleri Sekil
19°da kiyaslamali olarak gosterilmistir. “’E’’ degeri, K grubunda 30.83+9.35 MPa, T
grubunda 30.13+4.37 MPa, R grubunda 46.09+5.77 MPa, Q grubunda ise 36.36+11.05
MPa olarak bulunmustur. Dolayisiyla Elastiklik modiiliiniin, R grubunda K grubuna
gore % 50, Q grubunda ise % 18 oraninda arttig1 goriilmistiir. Gruplar istatistiksel
olarak karsilagtirildiginda ise, K-R gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir farkliligin
oldugu (p<0.05) (Tablo 4), K-T, K-Q ve R-Q gruplar1 arasinda bir fark bulunmadigi
tespit edilmistir. (p>0.05) (Tablo 4,5)
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E [MPa]
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46,10

45

40

36,37

35

30,84 30,13 mE[MPa]

30

25
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Sekil 19: Gruplar aras1 Elastiklik modiilii (E) degerlerinin kiyaslamasi, K: Kontrol
grubu, T: Tween 20 buffer ve Tris buffer soliisyon grubu, R: Riboflavin grubu, Q:

Quercetin grubu

6.3. Klinik bulgular

Tiim deneklerin CXL tedavisi 6ncesi ve sakrifikasyon dncesi ultrasonik pakimetre ile
Olgiilen kornea kalinliklar1 ve TonoPen XL aplanasyon tonometresi (Mentor, Norwell,
MA, USA) ile dlgiilen goz i¢i basinglari, ikili gruplar arasinda (K-T, K-R, K-Q, R-Q)
karsilastirildiginda, istatistiksel anlamli bir farklilik tespit edilmedi. (p>0.05) Ayrica
gruplar kendi igerisinde preoperatif ve postoperatif karsilastirildiginda da istatistiksel

anlamli bir farklilik gériilmedi. (p>0.05)
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7. TARTISMA

Keratokonus, hastalarin % 20’sinde penetran keratoplasti endikasyonu koyduracak
seviyede ilerleme gostermektedir.* Bu hastalikta transplantasyon cerrahisi ihtiyacin
azaltacak herhangi bir uygulama, Ozellikle 3. diinya iilkeleri gibi saglik harcamalari
kisith iilkeler agisindan biliylik 6nem tagimaktadir. CXL tedavisi, hastaliga bagh
morbiditeyi azaltan basarili bir tedavi yontemi olmasinin yani sira, tedavi maliyetlerinin
diisik olmasi ile de 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak uzun donem tedavi etkinligi ve

giivenlik iizerine bilimsel verilerin yetersizligi, tedavinin kaygi verici yonleridir.

CXL tedavi korneada erken yaslanmaya neden olmakta, yaslanmay1
hizlandirmaktadir. Yaslanma ile birlikte kollajen lifler arasinda capraz baglanmalar

63,64

meydana gelmektedir. Bazi vakalarda ge¢ donemde gelisebilecek diyabet nedeniyle

non enzimatik glikasyon da olaya dahil olacak ve tedavi etkisi daha da artacaktir.®>®
Yeterli takip siiresi, stabil etki siiresi gibi sorulara cevap verecek kadar uzun takip stireli

calisma heniiz bulunmamaktadir. Tasarim ve yontem kaygilar: hala devam etmektedir.

Korneal kollajen CXL arastirmalarinin basindan beri tedavi giivenligi ¢alismalarin
ilgi odagi olmustur. Ciinkii bu uygulama, izole kollajen yapilar iizerindeki bir doku
mithendisligi uygulamasi degildir. Bu nedenle, korneada yeterli biyomekanik etkiye
ulagilacak, endotel, lens ve retinal hasardan kag¢macak sekilde tedavi parametreleri
optimize edilmistir. Insanlarda ilk CXL tedavi calismas’ oncesinde, riboflavin
konsantrasyonu, UV A 151k yogunluk ve siiresi, gerekli kornea kalinlig1 diizeyi de dahil
tim CXL tedavi parametreleri, hem tedavi etkinligini, hem de okiiler yapilarda
gelisebilecek hasar1 degerlendirmek amaciyla zaman ve doz bagimli hayvan deneyleri
ile belirlenmistir. Sonugta, kornea endoteli ve derin okuler yapilarin (iris, lens, retina)

143,144
korunmasi zorunludur.”*%!4%

CXL tedavisinde, riboflavin ve UVA etkilesime girer ve korneal stromada ROS
olusumuna neden olurlar. ROS, intrahelikal, interhelikal ve intermikrofibriller seviyede
kollajen zincirlerinin aminoasitleri arasinda oksidatif desaminasyon ve hidrojen bag

formasyonu olusturur.” Dolayisiyla CXL tedavisi icin solid bir kaynaktan gelen UVA
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ve 1518a duyarlilastiric riboflavin gibi bir ajanin kombine etkisi ile korneada, stromal

kollajen liflerde fotopolimerizasyon olusmalidir.

Bir flavonoid olan quercetinin 1985 yilinda Takahama ve ark.”' tarafindan
fotooksidatif 6zelligi ve oksidasyonun O, (siiperoksit anyonu) bagimli mekanizmasi
yaymlanmistir. 2010 yilinda Montana ve ark."**, 2013 yilinda Li ve ark.'” tarafindan
fotosensitizator etkisi gdsterilmistir. 2009 yilinda Fahlman ve ark.'* ise quercetinin,
UVA ve UVB’nin indiikledigi oksidasyon iirlinlerini gostermislerdir. Ayrica 2010
yilinda Zhai ve ark., domuz kalp kapak ekstraseliiler matriksi {izerinde, quercetinin
kimyasal CXL etkilerini degerlendirdikleri ¢alismay1 yaymlamuslardir.">” CXL sonrasi
mekanik 6zellikler, stabilite ve kalsifikasyon degerlendirilmis, sonuglar gluteraldehit ile
kiyaslanmistir. Quercetin ile CXL sonrasi ekstraseliiler matriksin mukavemetinin daha
yiiksek oldugu, termal denatiirasyon sicakligmin belirgin olarak arttigi, enzimatik
degradasyona kars1 direncinin arttigi, quercetinin gluteraldehitten daha etkin ve daha
glivenilir bir kimyasal CXL ajani1 oldugu bildirilmistir. Bu c¢aligma ile quercetinin
biyoprostetik kalp kapak ksenofragtlar1 i¢in yeni bir ¢apraz baglayici reaktif olabilecegi
gosterilmistir. Bu caligmalardan yola ¢ikarak kimyasal CXL yaptig1 gosterilmis olan
quercetinin UV aracili CXL yapacagini da diisiindiik.

Kullanilan CXL ajaninin fotooksidatif ve fotosensitif 6zellikte olmasinin yani sira
UV’yi maksimum oranda absorbe etmesi gerekir. Ciinkii kornea stromasina etki ederken
kornea endotel hiicrelerinin, lensin ve retinanin UV nin zararl etkilerinden korunmasi
gereklidir. Riboflavinin 370 nm’deki UV absorbanst % 90 civarmdadir.”® Quercetinin

UV absorbanst da 370 nm’de maksimum diizeydedir.*’"*

Ayrica quercetinin
maksimum eksitasyon degeri 380 ve 440 nm dalga boylarmdadir'®’, bu da riboflavinin

floresans spektrumu ile oldukca benzerdir.

CXL tedavisinde 1s18a duyarlilastirict ajanin kornea stromasina difiizyonu gereklidir.
Intakt epitelyum riboflavinin absorbsiyonunu yavaslatan bir bariyerdir ve intakt
epitelyum varliginda riboflavinin penetrasyonu tam olmaz. Tavsan modellerinde epiteli
korumanin CXL etkisini 5 kat azalttigi bildirilmistir.'"** Bu nedenle CXL tedavisinde
epitelyum debride edilir. Yiiksek molekiil agirlikli maddelerin kornea stromasindan
gecisi smirhdir. 376,37 g/mol molekiil agirlikli riboflavinin kornea stromasma gegisi

bilinmektedir. Bu nedenle 302,24 g/mol molekiil agirlikli quercetin bu ydnden
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avantajlidir. Calismamizda, hardal sarisi1 renkte kati1 toz olan quercetin %10’luk Tween
20 buffer ve %5’lik 0,2 M tris buffer soliisyonu icerisinde ¢ozlinmiistiir. Tween 20’nin

ilaglarin korneadan gecisini arttirdigi bilinmektedir."*’

Ayrica Haynes ve ark.’nm 1989
yilinda yaptiklar1 calismada'”’, ayni zamanda bir lipooksijenaz inhibitdrii olan
quercetinin, kornea ylizeyine topikal uygulanmasi sonucu, korneal neovaskiilarizasyon
iizerine olan etkileri degerlendirilmistir. Quercetin %10’luk Tween 20 buffer ve %5’ lik
0,2 M tris buffer soliisyonu igerisinde ¢6ziilmiis ve soliisyonun korneada etkili oldugu
ve korneal neovaskiilarizasyonu gerilettigi gosterilmistir. Yine Kernacki ve Berk’in
1994 yilinda yaptiklari calismada'®, bir antiinflamatuar ajan olan quercetinin etkileri
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada da topikal quercetin soliisyonu, Tween 20 buffer ve
tris buffer soliisyonu ile hazirlanmis ve korneada prednizolon ile benzer etki gosterdigi
gosterilmistir. Her iki ¢calismada da topikal quercetin tedavisi ile korneal biitiinliik ve
saydamlik korunmustur. Tavsan korneasinda quercetin/lUVA ile CXL tedavisi
uyguladigimiz ¢alismamizda da deneklere ait korneal kesit incelemelerinde inflamasyon

bulgusuna ve korneal 6deme rastlanmadi, kornea epitel ve endotel biitlinliigii intakt

olarak degerlendirildi.

UV sinlar1 canli dokular igin toksiktir. UV nin tetikledigi keratosit hasar1 ve bu
hasarm UV dalga boyu ve dozuna bagh oldugu ¢aligmalarda bildirilmistir.*** UV-C
(100-290 nm) korneal yiizey tarafindan tamamen absorbe edilirken, UV-B (290-315
nm)’nin % 80’1 kornea epiteli tarafindan absorbe edilmekte (fotokeratit ile iliskilidir),
UV-A (315-400 nm)’nin ise % 25-34’i stroma tarafindan absorbe edilmektedir.’® Bu
ylizden tavsan kornealarinin, UV-A’ya maruz birakilmalarii takiben masif keratosit
hasar1 6zellikle 6n stromada gozlenir.***' Sitotoksik etki, UVA’nin oksidan etkisinden
kaynaklanir ve riboflavin, UVA’nin korneal stromada absorbsiyonunu arttirarak

(yaklasik % 30°dan'*® % 95°¢") bu etkiyi gii¢lendirmektedir.

UVA’nin indiikledigi hiicresel hasar, ROS iiretimi nedeniyle meydana gelir. ROS,
biyotoksiktir ancak ayni zamanda kollajen fibriller arasinda ¢apraz kopriileri olusturarak
CXL tedavisinin esasmi teskil ederler.”’ Insan, domuz ve tavsan calismalariyla
ispatlanmis olan riboflavinin koruyucu etkisi, standart tedavi parametreleri
uygulandiginda, stroma arkasindaki tim yapilarin (endotel, lens, retina) 1 joul/em®’lik
hasar esik degerinin altinda 1sma maruz kaldiklar1 anlamma gelmektedir.””> Sonug

olarak, CXL tedavide kullanilan riboflavin, UV A’nin korneal stromada absorbsiyonunu
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arttirarak stroma gerisindeki goz ici yapilar1 (endotel, iris, lens, retina) korurken,

stromada hiicresel hasarin artmasina neden olmaktadir.

Yapilan in vivo tavsan calismalarinda, riboflavin/UV A uygulamasi ile keratositler
icin sitotoksik UVA esik diizeyinin 0.5-0.7 mW/cnr’, endotel hiicreleri icin ise 0.35
mW/cm® oldugu gosterilmistir."'*” Bu durumda, relatif olarak ince olan tavsan
korneasinda (~300 pm) 3mW/cm®'lik yiizeyel 15 dozunda (standart tedavi dozu’),
keratosit ve endotel hiicreleri i¢in sitotoksik esik doza ulasilir, masif keratosit ve endotel

L4 Ayni doz (3 mW/cm?) keratokonus hastalarmm

hiicre hasar1 meydana gelir.
tedavisindede kullanilir, ancak endotel hiicre hasarina yol agmaz. Ciinkii, insan korneas1
daha kalindir( >400 pm).**** Tavsanlarda retinal hasar i¢in UVA doz esigi ise 4.3

mW/cm?**dir.**’ Bu esik degere standart tedavi dozuyla ulasilamaz.

Tavsanlar iizerinde quercetin/UVA ile CXL tedavisi uyguladigimiz ve tedavinin
glivenligini  karsilastirmali  histopatolojik  Orneklerle  gostermek  istedigimiz
calismamizda, H&E ile boyanmis korneal kesitler niteliksel olarak degerlendirildiginde,
postoperatif 7. ve 42. gilin deneklerinde, tiim gruplarda tiim stroma katlarinda
keratositlerin normal dagilim gosterdigini saptadik. Niceliksel degerlendirmede,
postoperatif 7. giin deneklerinde, keratosit sayisinin T, R ve Q gruplarinda K grubuna
gore azaldigini, gruplar arasinda, (K-T, K-R, K-Q, R-Q) karsilastirildiginda, K-R ve K-
Q gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir farkliligin oldugunu, K-T ve Q-R gruplari
arasinda ise anlamh bir fark bulunmadigimi gordiik. Postoperatif 42. giin deneklerinde
ise, keratosit sayismnin T, R ve Q gruplarinda K grubuna gore azaldigini ancak ikili
gruplar arasinda (K-T, K-R, K-Q, R-Q) karsilastirildiginda, istatistiksel anlamli bir
farklilik olmadigmi gordiik. Ayrica postoperatif 7. ve 42. giin deneklerinde, korneal
kalinlig1 ikili gruplar arasinda (K-T, K-R, K-Q, R-Q) karsilastirdigimizda, istatistiksel
anlaml bir farklilik tespit etmedik.

Wollensak ve ark.’nin tavsan kornealarinda riboflavin/UVA uygulama sonras1 yara
tyilesmesini degerlendirdikleri benzer bir calismada, postoperatif 3. giin deneklerine ait
H&E ile boyanmis korneal kesitlerde, epitel hasarinin iyilestigi, tam kat keratosit ve
endotel hiicre apoptozu ile birlikte ciddi bir korneal 6dem ve tedavi alanina komsu
stromada orta diizeyli bir inflamatuar reaksiyon oldugu goriilmiis. Postoperatif 7. giin

kesitlerinde, epitel ve endotel tabakalarmin intakt oldugu, korneal 6demin azaldig1 ve
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arka stromadan baglayan bir keratosit repopulasyonu oldugu izlenmis. Postoperatif 28.
giin Orneklerinde, ayni1 bulgulara ilave olarak ©On stromaya varan Kkeratosit
repopulasyonu goriilmiis. Postoperatif 42. giin deneklerinde ise, stromadaki keratosit
dagilim paterninin tamamen normale dondigi gozlenmis.'*® Bu calismada bizim
calismamizdan farkli olarak, erken donemde apoptozis endotelde dahil olmak tizere tiim
kornea katlarinda gergeklesmis, ciddi korneal 6dem ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu

gorilmistiir.

Literatiirde, tavsanlarda riboflavin/UVA uygulamas1 (standart tedavi parametreleri
ile) sonrasi erken postoperatif donemde, tam kat keratosit ve endotel hiicre apoptozunu
histopatolojik olarak gosteren baska calismalar da bulunmaktadir."'**'** Bu
caligmalarda, Wollensak ve ark.’min caligmasina'®® benzer sonuclar bildirilmistir.
Calismalar gere¢ ve yontem agisindan ¢alismamizla karsilastirildiginda, standart tedavi
parametreleri disinda kullanilan UV A 151k kaynagmin ve uygulama mesafesinin farkl
oldugu goriilmektedir. 2 diodlu LED (Roithner Lasertechnik, Vienna, Austria) 151k
kaynagi, kornea yiizeyine ortalama 1-1.5 cm mesafede kullanilmistir. 2 diodlu LED
(Roithner Lasertechnik, Vienna, Austria) 2 1s1k hiizmesi kullanan orjinal bir sistemdir.

(Sekil 21) Bu sistemin, kornea tizerinde istenmeyen sicak noktalar olusturarak endotel

hasarina neden olabilecegi bildirilmistir.'*’

Sekil 20: 2 diodlu LED (Roithner

Lasertechnik, Vienna, Austria) 151k

kaynag1'

CXL tedavi ile ilgili tiim giivenlik konulari, UVA uygulama alaninda homojen bir
UV 1smimi olusturma esasina dayanmaktadir. Ancak sicak noktalar gibi optik
heterojeniteler, 1s1mm 3 mW/cm*’nin altinda bile olsa, lokalize endotel hasarina yol

acabilirler. Bu nedenle, klinik olarak kullanilan 1g1k kaynaklari, 1sinlanan alan boyunca

150

milkemmel homojeniteyi garanti etmelidirler. " UVA aydinlatma sistemi, pik 1smnim

dalga boyu 365 nm olan UV LED’leri temeline dayanir. Bir 1sm yolu, Koehler’e™'
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gore, kornea iizerinde homojen bir 1s1nim saglamak i¢in, mikro diizeyde homojenize
6zel bir 151n">* kornea iizerine degisken bir diafram ile odaklanmalidir. Koehler’e gore
dizayn edilmis UV 151k diaframi, 15181 kornea 6n yiizeyine diisiiriir, bunun sonucunda
UV 151k kornea 6n yiizeyinde gii¢lii bir sekilde odaklanir ve kornea arkasindaki goz i¢i
yapilara seyreltilerek ulasir. Boylece goz i¢i yapilarin maruz kaldigi ismim stirekli en
diisiik seviyede kalir. Homojenize UV A 151k kaynagi kullanilarak yapilan tedavilerde,
gercek g6z i¢i 1sin1im miktarmi degerlendirmek ilizere domuz gozlerinde retinal planda

maruz kalinan 1s1n diizeyi 6l¢iilmiistiir.">

“UV-X Illumination System (Peschke Meditrade GmbH, Switzerland)’’, bu optik
sistemi kullanarak (Koehler optics) UVA 15181 yayar. Bu optik sistem, uygulama
mesafesindeki kiiciik degisikliklere daha az duyarlidir. Bu yolla, asir1 dozda 1sma
maruziyet riski en aza indirilmis olur. Bu sistemde, 151k yayan 7 diod uygulama alaninda
bir c¢icek deseni olusturur. Bu desen, kornea iizerinde homojen bir 151k dagilimi

meydana getirir. (Sekil 22)

TR Direki LED aydinlatma
Uv-Xx
L N4
Korneal yviizeyde
heterojen ik o

dagalima

Sekil 21: UV-X Illumination System (sol) ve 2 diod LED’e (sag) ait kornea yiizeyi 151k

dagilim paternleri, resim “’www.irocmedical.com’’ internet sitesinden alimmastir.

CXL tedavi sonrasi erken donemde literatiir Orneklerinde goriilen, ancak
calismamizda R/UVA ve Q/UVA olmak tizere iki grupta da tespit etmedigimiz tam kat
keratosit ve endotel hiicre kaybinin, kullanilan UV A 151k kaynag1 ve uygulama mesafesi
ile iligkili olabilecegini diisiindiik. CXL tedavinin bir yan etkisi olan hiicre hasarinin,

her iki grupta da smnirli kalmasini bir avantaj olarak degerlendirdik.
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Wollensak ve ark.’nin ¢alismasinda, erken donemde goriilen ciddi korneal 6demin
endotel hiicre kaybina bagli oldugu ve postoperatif 7. giin deneklerinde endotel hiicre
rejenerasyonu ile birlikte ddemin geriledigi bildirilmistir."*® Biz ¢alismamizda hicbir
denekte endotel hiicre kaybina ve korneal 6deme rastlamadik. Santral kornea kalinligini
formaldehit ile tespit edilmis dokularda 1tk mikroskobu ile ayrica preoperatif ve
postoperatif ultrasonik pakimetre ile Olgtilk. Yine gz ici basincini preoperatif ve
postoperatif tonopen ile Olgtiik. Korneal kalinlig1 ve goz i¢i basincm ikili gruplar
arasinda (K-T, K-R, K-Q, R-Q) karsilastirdigimizda, ayrica gruplari kendi iginde
preoperatif ve postoperatif olarak karsilastirdigimizda istatistiksel anlamli bir farklilik

tespit etmedik. (p>0.05)

Esquenazi ve ark.’nin tavsanlarda riboflavin/UVA uygulama sonrasi, TUNEL
boyama ile keratositlerdeki ultrastrukturel degisiklikleri degerlendirdikleri ¢alismada,
postoperatif 1. ve 3. giinler arasinda 6n 250 pum’lik korneal stromada keratosit
apoptozunu gordiiklerini, ancak arka stromada hala etkilenmemis keratositlerin
bulundugunu ve endotel hiicre hasarmin gelismedigini bildirmislerdir.">* Kullamilan
UVA 151k kaynaginm belirtilmedigi bu ¢alismada, bizim sonuglarimiza benzer sekilde
postoperatif erken donemde gelisen keratosit hasar1 sinirli kalmis ve endotel hiicre kaybi1
gelismemistir. Calismamizda R/UVA ve Q/UVA olmak {izere iki grupta da, Wollensak
ve ark’nin'*® calismasinda oldugu gibi postoperatif 42. giinde tiim stroma katlarinda
normal keratosit dagilimi oldugunu ve siirecin tiimiiyle normale dondiigiini
gozlemledik. Ancak bu calismada, keratosit repopulasyonunun postoperatif 10. haftaya
kadar uzadig1 bildirilmektedir. Biz 6rneklerde, H&E boyama ile etkilenmemis veya
cogalan keratositleri gosterdik, ancak bu caligmada oldugu gibi TUNEL boyama ile

apoptotik hiicre niikleuslarin1 gosterebilirdik.

Degisken derecelerde keratosit apoptozisi, epitel travmasi'>’, LASIK ve PRK gibi
refraktif cerahi prosediirlerden sonrada gosterilmistir."”® Keratosit apoptozu, korneal
yara iyilesme cevabinin tetik¢isi olarak diisiiniiliir ve kompleks yara iyilesme kaskadini
baslatmaktadir.””’ CXL tedavide, apoptotik hiicre olimii tipik olarak UVA hasari
sonrasinda meydana gelmektedir.">® Tedavi sonrasi meydana gelen keratosit eksigi,
komsu stromadan keratosit gocii ve mitotik proliferasyon ile haftalar iginde

tamamlanmaktadir. Keratokonusta CXL tedavi sonrasi keratosit kaybi, zaten
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patogenezinde keratosit apoptozunun rolii oldugu diisiiniilen bu hastalikta sorun olabilir.
Ancak, keratokonuslu hastalarda yapilan klinik calismalarda, 4 yillik takiplerde
keratosit kaybina bagli stromal skar veya korneal incelme bulgusuna rastlanmamustir.”
Keratokonuslu hastalarda konfokal mikroskop ile CXL tedavi sonrasi korneal iyilesme
siirecinin degerlendirildigi bir ¢alismada, postoperatif 2.-3. aylar arasinda stromanin
derin katlarindan itibaren keratosit repopulasyonunun basladigi, operasyondan 6 ay

sonra repopulasyonun tamamlandig: gosterilmistir.”®

UVA’nin dogrudan etkisiyle veya serbest radikaller yoluyla hasara ugrayabilecek en
kritik hiicre grubu endotel hiicreleridir. Bu hiicreler, tavsan korneasinda rejenerasyon
yetenegine sahipken, insan korneasinda bu yetenekleri olduk¢a sinirhidir. CXL tedavide,
kornea kalinlig1 >400 pm ise standart tedavi parametreleri ile sitotoksik endotelyal doza
ulagilamaz.! Keratokonuslu hastalarda, CXL tedavi sonrasi endotel hiicre hasarinin

79 ve endotelyal spekiiler mikroskop'” ile degerlendirildigi

konfokal mikroskop
calismalarda, endotelyal morfoloji ve yogunlukla ilgili herhangi bir degisiklik
saptanmamistir. Calismamizda insan korneasma gore rolatif olarak daha ince olan
tavsan kornealarinda, Esquenazi ve ark.’nin'™* calisma sonuglarma benzer sekilde,

tedavi sonrasi hi¢bir grupta endotel hiicre hasar1 gozlemlemedik.

LASIK ve PRK sonrasi a-aktin (+) hiicreler (myofibroblastlar), korneal yara
iyilesme siirecinde gosterilmistir.'® Myofibroblastlarm, yara yeri kontraksiyonu,
korneal bulaniklikta artis, artan miktarlarda disorganize kollajen iiretmek gibi refraktif

101162 K eratokonusta, CXL tedavi

cerrahi etkilerini azaltic1 fonksiyonlar1 bulunmaktadir.
sonrast hastalarin % 50’sinde gériilen keratometri degerindeki hafif diizelme’ (~ 2 D),
myofibroblastik aktivite, stromal yeniden yapilanma'®® ve fibréz doku artis'®' ile
kismen agiklanabilmektedir. Caligmamizda immunohistokimyasal degerlendirmede,
T,R ve Q gruplarinda tedavi alanina komsu stromada, belirgin bir dagilim paterni
gostermeyen tek tiik a-aktin (+) hiicreler gordiik. Literatiir 6rneklerine bakildiginda,
Wollensak ve ark.’nin yaptiklar1 ¢caligmada, postoperatif 4-6. haftalar arasinda 6zellikle
CXL tedavi sahasma komsu stromada a-aktin (+) hiicrelerin bulundugu goriilmiistir.'*
Tavsanlar iizerinde yapilan diger bir ¢alismada ise myofibroblastik aktivitenin, CXL
tedavi sonrasi erken donemde baslayip, postoperatif 5. haftaya kadar tedavi alani altinda

154

ve tedavi alanma komsu stromada goriildiigli bildirilmektedir. Calismamizda,

postoperatif donemde ortaya ¢ikip bir siire sonra kaybolan bu hiicreleri degerlendirmede

70



denek sayilarmin yetersiz kaldigini diisiindiik. Gruplardaki denek sayilari arttirilip,

postoperatif degerlendirme araliklar1 kisaltilarak daha saglikli sonuglar alinabilirdi.

Tedavi etkinligini degerlendirdigimiz ikinci agamada, hem ribofilavin/UVA hem de
quercetin/UVA ile CXL sonrast denek kornealarinda sertlesme oldugunu tespit ettik.
Korneal sertligin bir ifadesi olan Young modiilii, K grubuna gore R grubunda % 50, Q
grubunda ise % 18 oraninda artig gosterdi. Denek kornealarina ait maksimum gerilim
(mukavemet) degerleri, K grubuna gore R grubunda % 21 artig gosterdi. Q grubunda ise
K grubuna gore farklilik goriilmedi. Gruplara ait maksimum gerinim degerleri
karsilastirildiginda ise, K grubuna gore R grubunda % 30, Q grubunda ise % 15

oraninda azalma gerceklesti.

Istatistiksel de@erlendirmede ikili gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda,
elastiklik modiilii i¢in K-R gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir farkliligin
oldugunu, ancak K-T, K-Q ve R-Q gruplar1 arasinda bir fark bulunmadigini gordiik.
Maksimum gerilme degerleri i¢in K-R ve R-Q gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir
farkliligin oldugunu gordiik, ancak K-T ve K-Q gruplar1 arasinda bir fark saptamadik.
Ortalama maksimum gerilme degerlerine karsilik gelen ortalama maksimum gerinim
degerleri icin K-R gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir farkliligin oldugunu, ancak
K-T, K-Q ve R-Q gruplar1 arasinda bir fark bulunmadigini goérdiik. Bu sonuglarin denek

sayilarindaki yetersizlikle iliskili olabilecegini diistindiik.

Korneanin kollajen fibriller sayesinde olaganiistii bir biyomekanik giicii oldugu,
6rnegin; 1 mm ¢apl kollajen fibrilin 10 kg’lik yiikii tasiyabilecegi gdsterilmistir.'®
Keratokonuslu gozlerde ise korneal mukavemet yaklasitk % 36 oraninda
azalmaktadir.'® CXL tedavi ile korneal stromada intra ve interfibriller yeni ¢apraz
kovalent baglarin olugmasi neticesinde korneal mukavemet onemli dl¢iide artmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda, CXL tedavi sonrasi kollajen fibril cap artisinin’, enzimatik
sindirime kars1 diren¢ artisinin’’, keratosit apoptozunun' ve biyomekanik sertlestirici
etkinin® ilk 350 pm’lik, esas olarak ta ilk 242 pm’lik korneal stromada gergeklestigi'®,
bunun riboflavinin UV A’y1 biiyiik oranda 6n stromada absorbe etmesi nedeniyle oldugu
ileri siiriilmiistiir.*’ Normal gozler iizerinde yapilan ¢alismalarda, 6n stromanin dogal
yapismin daha sert oldugu ve bu durumun, korneal kurvatiiriin korunmasinda 6nemli bir

etken oldugu bildirilmistir.'® Keratokonus hastalarinda ise, CXL tedavi ile maksimum
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crosslinking etkinin 6n stromada ortaya ¢ikmasinin bu anlamda avantaj saglayacagi

diigtiniilmektedir.®®

Wollensak ve ark.’nin domuz ve insan kornealar: iizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada,
CXL tedavi ile hem insan hem de domuz kornealarinda 6nemli bir sertlik artisi
gergeklestigini, korneal mukavemetin domuz kornealarinda % 71.9, insan kornealarinda
ise % 328.9 oraninda artis gosterdigini bildirmislerdir. Mukavemet artisindaki bu farkin,
maksimum crosslinking etkinin olustugu 300 um’lik 6n stromanin, insan korneasinda
(ortalama kalinlik 550 um) domuz korneasma gore (ortalama kalinlik 850 pm) tiim
korneal kalinligin daha biiyiik boliimiinii olusturmasi nedeniyle meydana geldigini 6ne

siirmiislerdir.®

CXL tedavinin uzun donemde korneanmn biyomekanik sertligini arttirici etkisi
yapilan bir ¢alisma ile degerlendirilmistir. Tavsan kornealar1 iizerinde yapilan bu
calisma sonuglarina gore, CXL tedaviden hemen sonra kontrollere kiyasla Young
modiiliindeki artis % 79, postoperatif 3. ayda % 78 ve postoperatif 8. ayda % 87
oraninda gerg:ekles,mis,tir.167 Calismamizda, riboflavin grubu ile elde ettigimiz Young
modiilii artis oranlar1 bu ¢alisma ile yakin diizeylerde gerceklesmistir ancak quercetin

grubu ile bu degerlere ulagilamamastir.

Quercetin/UVA ile CXL yaptigimiz calismamizda, etkinligi arttirmak i¢in quercetin
farkli konsantrasyonlarda ve/veya UVA farkli giic ve siirelerde uygulanabilir.
Absorbsiyon  spektrumundaki  degisiklikler 1sinlama sirasinda  kaydedilebilir.
Quercetinin ¢oziiciisii olarak kullandigimiz %10’luk Tween 20 buffer ve %5°lik 0,2 M
tris buffer soliisyonu igerisine dekstoz eklenebilir ya da farkl ¢oziiciiler gelistirilebilir.
Quercetinin 3. C atomuna baghh -OH grubuna bir seker molekiilii olan rutinozun

konjugasyonuyla olusan bir flavonoid olan rutin'®’ ile CXL denenebilir.

Bir flavonoid olan quercetinin her ne kadar prooksidan 6zelliklerden s6z edilse de
belki de antioksidan ozellikleri daha agirlikli olarak rol oynamaktadir. Dolayisiyla
quercetinin radikal aracili hasar sonucu olusmast muhtemel keratokonus gibi pek ¢ok

hastaliktan korunmada etkin rol oynayabilecegi diisiiniilebilir.
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Keratokonuslu kornealarda olusan oksidatif hasarin nedeni olarak, reaktif oksijen
tiirevlerinin (ROS) olusumuna yol acan bir mekanizma ileri siiriilmektedir.”* Lipid
peroksidasyonu ve nitrik oksit (NO) yolu ile ortaya ¢ikan sitotoksik Triinlerin,

keratokonuslu kornealarda biriktigini gosteren deliller vardir.**

Quercetin gibi
flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit (O,), lipid alkoksil (RO") ve
peroksil (ROO"), nitrik oksit (NO) radikal temizleme fonksiyonlar1 vardir,'%!%1!!
Ayrica fenolik antioksidanlar, lipid radikallere, hizla H+ vermesi seklinde lipid
oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi lipid peroksi (ROO") ve alkoksil (RO") radikalini

parcalamak ve bdylece lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir.'*

Kornea, UV-B 1s18mmn yaklasik %80’inin emiliminden sorumludur.*® Ultraviyole
151k, serbest radikalleri ve ROS’u olusturur. Tipik olarak serbest radikaller ve ROS,
siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon reduktaz gibi antioksidan enzimler ile
biokimyasal etkilesime girerek ortamdan uzaklastirilirlar. Alternatif olarak kalan serbest
radikaller, lipid peroksidaz ile aldehit formuna gecebilirler ki bunlarin bir kismi
degradatif ve toksiktir. Normal olarak kornea kendisini, Aldehit Dehidrogenaz (ALDH)
enzimi ile bu aldehitlerden korur. Goz i¢indeki ALDH’nin yaklasik %78’1 korneada
bulunur ve. ALDH Tip 3 kornea i¢indeki esas enzimdir. Gondhowiadjo ve ark.
keratokonuslu kornealarda, normale gére ALDH Tip 3’ilin azaldigini1 ve buna ikincil

olarak destriiktif aldehid seviyesinin artabilecegini ileri sirmiislerdir.’’

Stiperoksit dismutaz, serbest radikaller ve ROS’ un uzaklastirilmasindan sorumlu bir
antioksidandir.” Keratokonusta, siiperoksit dismutaz diizeyinin diisik oldugunu
gdsteren calismalar vardir.*® Keratokonuslu kornealarda, lipid peroksidasyonu sonucu
olusan sitotoksik bir aldehid olan malondialdehid (MDA) ve NO yoluyla olusan
sitotoksik ozellikteki nitrotirozin (NT) birikimi gdsterilmistir.***° Peroksinitritler,
dokuda destriiktif olabilirler. Nitrotirozine spesifik antikorlar, doku i¢inde
peroksinitritlerde  lokalize olabilirler. Laboratuar deneylerinde, keratokonuslu
kornealarda nitrozine spesifik antikorlarla epitel bazal membraninda normal korneaya
gore belirgin olarak artmis boyanma gozlenmistir. Bu bulgu, keratokonuslu korneada
ilave destriiktif yap1 olarak diisiiniilen peroksinitritin varligmi kuvvetlendirmektedir.*®

133,134

Quercetininin lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi , UVA’nin neden oldugu

siiperoksit dismutaz ve katalaz diizeylerindeki diismeyi parsiyel olarak oOnledigi,
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sitotoksik bir aldehid olan malondialdehid (MDA) seviyesini belirgin olarak

« 132,135,1
azalttig 31313

gosterilmistir.

Bu bulgulardan yola c¢ikarak quercetinin keratokonus hastalarinda, progresyonu
durdurmak amacli CXL tedavisine ek olarak topikal formda kullaniminin muhtemel
koruyucu etkisi ileri c¢alismalarda arastirilabilir. Gelecekte biyokimyasal ve
farmakolojik ozelliklerinin daha iyi anlasilmasi ile quercetinin kullanim alanlarmin

genisletilmesi saglanabilir.
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8. SONUC VE ONERILER

Quercetin ile CXL tedavisinin, korneal ddeme, inflamasyona, epitel ve endotel
toksisitesine neden olmamasi, standart CXL tedavi ile istatistiksel olarak farkli olmayan
histopatolojik degisiklikler gdstermesi, postoperatif donemde goz i¢i basmncinda
farkliliga neden olmamasi, quercetinin floresans spektrumunun riboflavin ile oldukga
benzer olmast ve UV absorbansinin 370 nm’de maksimum diizeyde olmas1 dolayisiyla
kornea endotel hiicrelerini, lensi ve retinayr UV’nin zararli etkilerinden korumasi,
quercetinin  keratokonus tedavisinde gilivenle kullanilabilecegini gdstermektedir.
TUNEL boyama ile apoptotik hiicre niikleuslarinin gosterilmesi ileride yapilacak

calismalar ile degerlendirilebilir.

CXL tedavi sonras1 biyomekanik testlerde, riboflavin grubunda kontrole gore % 30,
quercetin grubunda ise % 15 oraninda gerceklesen gerinim azalmasi, dokularin esneme
kabiliyetlerinde de ayn1 oranlarda azalmay: ifade etmektedir. Bu durum, CXL tedavi ile
kollajen fibriller arasinda yeni olusan kovalent baglarin uzamay1 kisitlayici bir etken
oldugunu gostermektedir. Bu sonuca gore, korneal ektazi ile seyirli hastaliklarda
patolojik siirecin durdurulabilecegini her iki grup icin de sdyleyebiliriz. Riboflavin
grubunda % 50, quercetin grubunda ise % 18 oraninda ger¢eklesen, iki grup arasinda
istatistiksel anlamli farklilik olmayan korneal sertlik artisi, literatiirde tanimlanan CXL
tedavi sonrasi “’korneal donma’’ etkisini aciklamaktadir. CXL tedavisi sonrasi
korneadaki biyomekanik degisimlerin in vivo sartlarda degerlendirilmesi amaciyla,
klinik caligmalar1 yapilmamis olan Holographic interferometry, Electronic Speckle
Pattern Interferometry ve Dynamic Corneal Imaging ydntemleri klinik ¢alismalarla

hayata gegirilebilir.

Lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi, UV A’nin neden oldugu siiperoksit dismutaz ve
katalaz diizeylerindeki diismeyi parsiyel olarak oOnledigi, sitotoksik bir aldehid olan
malondialdehid (MDA) seviyesini belirgin olarak azalttigi gosterilen quercetinin
calismamizda her ne kadar prooksidan ozellikleri lizerinde durulduysa da belki de
antioksidan 6zellikleri daha agirlikli olarak rol oynamaktadir. Dolayisiyla quercetinin
radikal aracili hasar sonucu olusmasi muhtemel keratokonus gibi pek ¢ok hastaliktan

korunmada etkin rol oynayabilecegi diisiiniilebilir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak
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quercetinin keratokonus hastalarinda, progresyonu durdurmak amaclh CXL tedavisine
ek olarak topikal formda kullanimmm muhtemel koruyucu etkisi ileri ¢aligmalarda
arastirilabilir. Gelecekte biyokimyasal ve farmakolojik Ozelliklerinin daha 1iyi

anlasilmasi ile quercetinin kullanim alanlarinin genisletilmesi saglanabilir.
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9. OZET

CROSS-LINKING TEDAVISINDE, RIBOFLAVINE ALTERNATIF
OLABILECEK QUERCETININ TAVSAN KORNEASINDA
ETKINLIGININ VE GUVENILIRLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Amag ve Kapsam: Cross-linking (CXL) tedavisinde, riboflavine alternatif olabilecek
fotooksidatif ve fotosensitif ajan olan quercetinin tavsan korneasinda etkinliginin ve

giivenilirliginin degerlendirilmesi.

Gerec ve Yontem: 60 adet Avustralya-Yeni Zelanda ki tavsan kullanilarak, birinci
asamada 30 goze UVA ile standart CXL tedavisi uygulandi. 10 gbzde % 0,1 riboflavin,
10 gozde % 1 quercetin, 10 gozde quercetinin ¢oziiciisii olan % 10’luk tween 20 buffer-
%35’lik 0,2 M tris buffer soliisyonu kullanildi. Kontrol grubunu olusturan 10 goze ise
sadece epitelyal debridman yapildi. Uygulamay1 takiben 7. ve 42. giinlerde eniikleasyon
sonrast denek kornealarindan histopatolojik kesitler hazirlanarak, 151k mikroskobu
altinda keratosit apoptozu, korneal 6dem, korneal kalinlik, myofibroblastik aktivite ve
inflamasyon degerlendirildi. Tiim deneklerin tedavi Oncesi ve eniikleasyon oncesi
kornea kalinhig1 ve goz i¢i basmci olgiildii. Ikinci asamada 15 goze CXL tedavisi
uygulandi. 5 gézde % 0,1 riboflavin, 5 gozde % 1 quercetin, 5 gézde % 10’luk tween 20
buffer-%5’1ik 0,2M tris buffer soliisyonu kullanildi. Kontrol grubunu olusturan 5 goze
ise sadece epitelyal debridman yapildi. Denek kornealarindan hazirlanan korneal

seritler, bilgisayar destekli biyomateryal test cihazi ile biyomekanik testlere tabi tutuldu.

Bulgular: Histopatolojik degerlendirmede, riboflavin ve quercetin grubunda CXL
tedavi sonras1 7.giinde hafif diizeyde keratosit kayb1 goriildii. Inflamasyon bulgusu ve
endotel hiicre hasar1 goriilmedi. 42. gilinde tiim denek kornealarinin keratosit
repopulasyonu ile normale dondiigli gozlendi. Gruplar arasinda histopatolojik
degerlendirme parametreleri agisindan istatistiksel anlamli bir fark saptanmadi. (p>0.05)
Biyomekanik degerlendirmede, Young modiilii kontrollere gore, R grubunda % 50, Q

grubunda % 18 oraninda artis gosterdi. Q grubundaki artis, R grubu diizeyinde olmasa
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da her iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p>0.05) Ayrica R
grubunda kontrole goére % 30, quercetin grubunda ise % 15 oraninda gerinim azalmasi

gerceklesti. Yine her iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi. (p>0.05)

Sonug¢: Quercetin ile CXL tedavisi giivenilir olmakla birlikte, etkisi yetersizdir. Etkisini

arttirabilmek i¢in ek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: keratokonus, cross-linking, riboflavin, quercetin, elastiklik modiilii
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10. ABSTRACT

EVALUATION OF EFFICIENCY AND RELIABILITY OF
QUERCETIN AS AN ALTERNATIVE OF RIBOFLAVIN IN
CROSS-LINKING TREATMENT ON RABBIT CORNEA

Purpose: The evaluation of the efficiency and reliability of quercetin that is a
photooxidative and photosensitive agent as an alternative of riboflavin in Cross-linking

(CXL) treatment on rabbit cornea.

Materials and Methods: 60 Australia-New Zealand race of rabbits were been used in
the research. In the first stage, standard CXL treatment applied with UV A to 30 eyes.
%0,1 riboflavin was applied to 10 eyes. %1 quercetin was applied to 10 eyes. %10
tween 20 buffer- %5 0,2 M tris buffer solution that is the solvent of quercetin was
applied to 10 eyes. Only epithelial debridement is applied to 10 eyes as the control
group. In the 7. and 42. days following the administration of CXL, keratocyte apoptosis,
corneal edema, corneal thickness, myofibroblastic activity and inflamation were
evaluated under light microscope by preparing corneal hystopathological sections.
Before treatment and enucleation corneal thickness and intraocular pressure of all the
subjects has been measured. On the second stage CXL treatment is applied to 15 eyes.
%0,1 riboflavin is applied to 5 eyes. %1 quercetin is applied to 5 eyes. %10 tween 20
buffer-%5 0,2 M tris buffer solution is applied to 5 eyes. Only epithelial debridement is
applied to 5 eyes that is the control group. Corneal strips prepared from the corneas of
rabbits were tested by biomechanic tests using computer-controlled biomaterial testing

device.

Results: Mild grade keratocyte loss was seen in histopathological evaluation early after
7. day of CXL treatment with both riboflavin and quercetin groups of devices.
Inflamation symptom and endothelial cell damage were not observed. In the 42. day,
corneas of all subjects returned to normal with keratocyte repopulation. No statistically

significant difference was found between the groups according to histopathological
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evaluation parameters. (p>0.05) Young's modulus showed 50% increase in R group and
18% increase in Q group compared to the controls in biomechanical evaluation. No
statistically significant difference was found between the groups. (p>0.05) Also 30%
decrease of strain in R group and 15% decrease of strain in quercetin group was occured
compared to the control groups. However, no statistically significant difference was

found between the groups. (p>0.05)

Conclusion: Although CXL treatment by using quercetin is reliable, the effect of it is

insufficient. Additional studies are needed to enhance the efficiency.

Keywords: keratoconus, cross-linking, riboflavin, quercetin, young modulus
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