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Keratokonusta in Vivo Lazer Tarayic1 Konfokal Mikroskopi Bulgular:

Laser Scanning In Vivo Confocal Microscopy Findings in Keratoconus

Mehmet Fatih KARADAG*

Diinyag6z Hastanesi, Gaziantep

OZET

Amag: In vivo konfokal mikroskopi kullanarak keratokonuslu gézlerde korneal yapilar: degerlendirmek

Materyal ve Metot: Keratokonuslu 35 hastanin 68 gozii in vivo konfokal mikroskopi ile muayene edildi. 35 hastanin 70 g6zii de
kontrol grubu olarak secildi. Sonuglar kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Keratokonuslu grupta in vivo konfokal mikroskopi bulgular1 arasinda uzamis siiperfisiyel hiicreler, bazal epitelyal
hiicrelerde parlak reflektif materyal birikimi, belirginlesmis subbazal sinirler, stromal keratositlerde diizensiz yerlesim ve belirgin
reflektivite, yapisal olarak anteriyorda daha yogun stromal keratosit nukleuslari, 6n orta ve arka stromada foldlar, desme membraninda
foldlar saptandi. Bu bulgularin higbiri kontrol grubunda izlenmedi.

Sonug: Keratokonuslu gozlerde korneanin tiim tabakalarinda kalitatif ve kantitatif yapisal degisiklikler izlendi. Glincelligini hala
korumakta olan bu yontem keratokonusun da tani ve takibinde 6nemli bir role sahiptir

Anahtar Kelimeler: Keratokonus, Konfokal Mikroskopi, Korneal Mikroyapisal Degisiklikler

ABSTRACT

Objective: To evaluate corneal structures in the eyes with keratoconus using in vivo confocal microscopy

Material and Methods: A total of 68 eyes of 35 patients with keratoconus were examined using in vivo confocal microscopy. For
the control group, 70 eyes of 35 patients were selected. A qualitative and quantitative evaluation was conducted.

Results: In vivo confocal microscopy findings in the keratoconus group included elongated superficial cells, bright reflective
material accumulation in basal epithelial cells, prominent subbasal nerves, irregular location and marked reflectivity of the stromal
keratocytes, stromal anterior keratocyte nuclei with high structural density, anterior, middle, and posterior stromal folds, and descemet
membrane folds. None of these findings were observed in the control group.

Conclusion: Qualitative and quantitative structural changes were observed in each layer of the keratoconic cornea. This still up-
to-date method has an important role in the diagnosis and follow-up of keratoconus.
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GIRiS

Keratokonus, korneanin paraksiyel stromal incelme ve
zayiflamasi sonucu gelisen bilateral, progresif,non-enflamatuar
bir hastaligidir. Korneanin bu ektazik bozuklugunda hiicresel
infiltrasyon veya vaskiilarizasyon goriilmez (1).

Kornea incelmesi miyopi, diizensiz astigmatizma ve
diklesmeye neden olarak gorme keskinliginin orta ve ileri
derecede azalmasmna neden olabilmektedir. Keratokonus
siklikla ergenlik caginda baslar ve 40-45 yasina kadar remisyon
ve niikslerle devam eder (2).

Keratokonus basta olmak iizere birgok kornea
hastaliginin  degerlendirilmesinde konfokal mikroskopinin
onemi giderek artmaktadir. Konvansiyonel biyomikroskopik
muayenede ¢oziiniirlik ancak 20pumdir. Konvansiyonel
konfokal mikroskopide ise lateral ¢oziiniirliik 1-2pm, aksiyel
¢cozlintirlik 5-10pum diizeyindedir. Yarikli tarayici konfokal
mikroskoplarda saniyede 25 kare c¢eken bir video kamera
senkronize edilerek hareketten etkilenmeyen net resimler elde
edilmektedir. Ancak bu sistemlerde ¢oziiniirliik kayb1 yine de
o6nemli bir sorun olarak dikkati ¢ekmektedir. Konvansiyonel
konfokal mikroskopide karsilagilan bu sorunlar dijital
rezoliisyonu vertikal ve horizontalde 1um/pixel olan hizl lazer
tarayict sistemleri kullanan konfokal mikroskoplarda (Rostock
Kornea Modiilii; RCM/HRT 3) ortadan kaldirilmistir (3).

Bu ¢alismamizda HRT 3 Rostock Kornea Modiilii
konfokal mikroskopisi kullanarak keratokonuslu hastalarda
santral korneada tiim tabakalardaki yapisal ve kantitatif
degisiklikler degerlendirildi.

MATERYAL METOT

Mayis 2003-2008 tarihleri arasinda Yiiziincii Yil
Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklari Anabilim Dali
Kornea departmaninda keratokonus tanisi almis 35 olgu
incelemeye alindi. Olgularin higbiri kontak lens kullanmiyordu.
Olgularm kornealar1 Heidelberg Retina Tomografisi 3 (HRT 3)
Rostock Kornea Modiilii konfokal mikroskobisi ile prospektif
olarak incelendi. Elde edilen degerler aym yas grubundaki
gorme keskinligi 1.0(tam) kirma kusuru +£0.50 D olan, herhangi
bir kornea hastalig1 olmayan, sistemik hastalig1 bulunmayan 35
saglikli bireyden elde edilen degerlerle karsilastirildi.

Keratokonus ~ tanist  retinoskopide =~ makaslama
refleksi, santral veya parasantral incelme, konik ¢ikinti,
hemosiderin birikimi (Fleischer halkasi), stromal strialar
(Vogt stria), Descemet membran kirigikliklari, apikal skar
veya subepitelyal fibrozis, bilgisayarli kornea topografisinde
(EyeSys Laboratories, Inc, Houston, TX) merkezi veya
parasantral diklesme ile kondu. Keratokonuslu gozler hafif
(<47 diyoptri=D), orta (47-55 D) veya siddetli >55 D) olarak
siniflandirildi.

HRT 3 Rostock Kornea Modiilii, 670 nm dalga boylu
diod lazer 15181 kullanir. Toplam imaj alim siiresi iki boyutlu
imaj i¢in 0.024 sn, ii¢ boyutlu imajlar i¢in 4 saniyedir. Optik
¢ozliniirlik vertikal 2pm, horizontal 4pm olup dijital rezoliisyon
vertikal ve horizontalde 1pm/pixeldir. Alinan goriintiilerin
diizenlenmesi cihaza bagli bir CCD kamera (480x460 pixel,
RGB, 15 imaj/sn) ile saglanur.
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Muayene Oncesi her bir goze topikal anestezik (%0,5
Proparacain) kondu. Objektifin basina her hastada degistirilen
steril PMMA baslik takildi. Daha sonra cihazin ¢ene kismina
hastanin ¢enesi yerlestirildi. Objektif lense bir damla jel
(Viscotears jel ®, CIBA Vision) siiriiliip lens goéze dogru
ilerletildi. Goriintii netligi de CCD kameradan izlenerek manuel
sayim i¢in taranacak alan segildi. Cihazdaki hazir bulunan
program kullanilarak belirli bir derinlikteki sabit biiytikliikte
bir alan igindeki hiicreler isaretlendi, manuel diigmesine
basilarak hiicre sayilarma ulasildi. Hata payimni en aza indirmek
icin ayn1 plandaki iki ayr1 goriintii alaninda sayim yapildi ve
ortalamast alindi. Cihazdaki yazilim ile endotel hiicre dansitesi
otomatik olarak 6lgiildii. On ve arka stromadaki keratositler
ve endotel hiicre sayimlart manuel olarak sayildi ve ayni
programin manuel diigmesine basilarak hiicre dansiteleri elde
edildi. On ve arka stromadaki keratositlerin sayiminda bir hata
olmamasi i¢in z- scan goriintiiden doku derinligi kontrol edildi.
Secimler her goriintii alanmnin altinda beliren derinlik (mikron)
degerine dikkat edilerek yapildi. Ayni islemler diger g6z icin
de tekrarlandi. Her g6z i¢in ortalama yiiz ¢gekim yapildi. Biitiin
muayeneler ayni aragtirmaci tarafindan yapildi.

Degiskenlerin normal dagilima uyup uymadig:
Shapiro-Wilk testi ile test edildi ve normal dagilima uyan
degiskenler ortalamatstandart sapma degerleri ile verildi. ki
grup arasindaki siirekli degiskenlerin analizinde “Bagimsiz
Orneklem t-Testi” kullanildi. Kategorik degisken olan cinsiyet
frekans ve ylizde degerleri (n(%)) ile verildi, karsilastirmasinda
Pearson ki-kare testi kullanildi. Istatistiksel analizler IBM
SPSS Statistics 22.0 programinda yapildi. Anlamlilik diizeyi
0,05 alindi. Calisma protokolii Yiiziincii Yil Universitesi
etik komitesi tarafindan konfirme edildi. Calisma Helsinki
Deklarasyonu ilkelerine gore tasarlanip katilan tiim hastalardan
bilgilendirilmis onay alindi.

BULGULAR

Birinci grubu olusturan 35 keratokonuslu olgunun 68
goziine konfokal 6l¢lim yapildi. Olgularm 15’1 (% 42,9) erkek
ve 20’si (% 57,1) kadin olup, yas ortalamast 21,06+11,13 (14-
41) idi.

Kontrol grubu olarak ise 35 olgunun 70 gézi ¢alisma
kapsamina alindi. Olgularm 26’s1(%73,9) erkek ve 9’u (%26,1)
kadin olup, yas ortalamasi1 23,91+12,93 (14-35) idi (Tablo 1).

Tablo 1. Olgularmn yas ve cinsiyet dagilimi

GRUP 1 GRUP 2
n=35 n=35
(Keratokonus) (Kontrol)
Yas 21,06+11,13 (10-41) 23,91+12,93 (14-35)
Kadin 20 (% 57,1) 9 (% 26,1)
Erkek 15 (% 42,9) 26 (%73.9)

Yas ve cinsiyet acisindan  karsilagtirildiginda
keratokonus olgulariyla kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).



Keratokonuslu hastalar ile saglikli bireyler, keratometri
degerleri ve santral kornea kalilig1 agisindan kiyaslandiginda
ileri derecede anlamli olarak 1.grupta santral kornea kalinligi
(SKK)’nin azaldigi tesbit edildi (p<0,01) (Tablo 2).

Tablo 2. Gruplar arasindaki Km ve SKK degerlendirilmesi

GRUP 1 GRUP 2
. 52,2045,9 D 44,6+3,8 D
(41,25-77,40 D); (42,9-53,8 D)
+ -
SKK 461,3+36,6 um (483-571 pm)

(268-571 pm) 534,5+15,6 um

Birinci grupta 68 gbziin 22’si  (%28,2) hafif
keratokonus, 23’1 (%35,9) orta keratokonus, 23’1 (%35,9) agir
keratokonustu. Hastalarin hi¢birinde akut hidrops 6ykiisii yoktu.
Hasta gruptaki biyomikroskobik muayene bulgular: Tablo III’te
goriilmektedir. Tkinci grupta bu muayene bulgularmin higbiri
izlenmedi.

Tablo 3. Keratokonuslu hastalarin biyomikroskop muayene bulgulari

Bulgular G?j::g)l St
Belirginlesmis sinirler 46 (% 67,6)
Vogt striast 34 (% 50,0)
Fleischer halkasi 22 (% 32,3)
Stromal skar 17 (% 25,0)
Descemet foldlari 2(%2.91)

In vivo konfokal mikroskobi bulgulari tiim gozlerin
santral kornealarindan c¢ekilerek kaydedildi. Birinci grupta
agir keratokonuslu 8 (% 36,3) gozde ylizeyel epitel hiicreleri
genislemis, uzamig ve deskuame olarak izlendi (Figiir 1A,B)

Figiir 1A,B: Agir keratokonuslu gozlerde izlenen genislemis, uzamis
ve deskuame yiizeyel epitel hiicreleri.
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Figiir 1A,B

Fleischer halkasi izlenen 22 goziin 18 inde (% 81,8)
bazal epitel hiicrelerinde hemosiderin oldugu disiiniilen parlak,
reflektif material birikimi izlendi. Bowman membrani bu
seviyede amorfoz bir membran olarak izlendi.

Her iki grupta da subbazal sinir plexusunun boncuk gibi
dizilmis sinir lifleri izlendi. Birinci grupta belirginlesmis sinir
lifleri mevcut olan 46 g6ziin 16’sinda (%34,7) sinirlerde boncuk
tarzi dizilim yaninda kalinlagsma, kivrimlasma ve dallanma
artis1 da izlendi (Figiir 2).
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Figiir 2: Subbazal sinir plexusunda boncuk tarzi dizilim yaninda
kalinlagma, kivrimlagsma ve dallanma artig1 goriiliiyor.

Figiir 2

Keratosit niikleuslar: anterior stromada posterior
stromaya gore oldukca fazla olup anterior stromal keratosit
niikleuslarinin diizensiz yapilasmasi izlendi (Figiir 3 A,B).

Figiir 3 A,B: Anterior stromada daha yogun olan keratosit
niikleuslarindaki diizensiz yapilasma izleniyor.

Figiir 3 A,B

Birinci grupta 16 (%23,5) gozde, anterior stromada
artmis arkaplan illuminasyonu, artmis reflektivite ve anterior
stromal keratosit niikleuslarinin diizensiz yapilagmasi izlendi.
Bu da degisen derecelerdeki haze ve stromal skarin varlig ile
ilgiliydi. Vogt strialarini ifade eden stromal foldlar 34 (%50)
gozde izlendi (Figiir 4).

Figiir 4: Stromal foldlar (Vogt strialar).

Figiir 4

Foldlar boyunca keratosit niikleuslar: sadece foldlarin
tepe yaptigi alanlarda izlenebildi. Karanlik bantlar olarak
goriilen oluk hatt1 boyunca izlenemedi.

Tiim olgularda stroma keratositlerinin yogunlugunu
saptamak i¢in 6n ve arka stroma bolgesindeki keratositler
sayildiginda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli olarak
keratokonuslu olgularda 6n ve arka stroma keratosit dansitesinin
kontrol grubuna goére azaldigi saptand: (Tablo 4).



Tablo 4. Tim gozlerde 6l¢iilen kantitatif in vivo konfokal mikroskobi
indeksleri

GRUP 1 GRUP2 P degeri

On stroma keratosit

+ + <
dansitesi (hiicre/mm2) 651,38+89,09  879,40+75 0,05

Arka stroma keratosit

= + <
dansitesi (hiicre/mm?2) 363,56+73,69  466,69+56,47 <0,01

Endotel hiicre dansitesi

+ + >
(hiicre/mm?2) 2664,91+86 2729,55+94 0,05

Keratosit niikleuslar1 ve endotel hiicrelerinin birlikte
gOriildiigl transizyon zonunda oldugu diisiiniilen Descemet
membrani konfokal mikroskopi ile ayirt edilemez.

Endotelial hiicreler parlak hiicre smirlar1 ve parlak
hiicre govdeleri ile ayirt edilir (Figiir 5).

Figiir 5: Parlak hiicre sinirlar1 ve parlak hiicre govdeleri ile ayirt

edilebilen endotelial hiicreler.

Figiir 5

Keratokonuslu hastalarda endotel hiicre dansitesi
2664,91+86 hiicre/mm?2 olup kontrol grubunda 2729,55+94
hiicre/mm2 olarak saptandi. Her ne kadar 1.grupta ortalama
endotelyal hiicre dansitesi 2. gruba gore daha az ise de bu
istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4).

TARTISMA

In vivo konfokal mikroskopi kornea fizyolojisini ve
hastaliklarini incelemek i¢in vazgecilmez bir arac haline geldi.
Kornea mimarisinin hiicresel diizeyde diseksiyonunu saglayan
bu teknik, ex vivo histokimyasal tekniklerle karsilastirilabilir
goriintiilerle korneanin hizli ve invaziv olmayan in vivo
goriintiilenmesine olanak sunar (4,5).

Korneal konfokal mikroskobi canli kornea dokusunda
yapisal degisiklikleri incelemek i¢in kullanilan non invaziv
bir yontemdir. Calismamizda HRT3 konfokal mikroskobisi
ile santral korneal yapilar tiim hastalarda basarili bir sekilde
goriintiilendi. Hasta kornealardaki morfolojik degisiklikler
genellikle kornea apeks bolgesinde izlendi. Artmis arkaplan
illuminasyonu, artmis reflektivite ve anterior stromal keratosit
niikleuslariin diizensiz yapilagmasi, uzamis siiperfisial epitel
hiicreleri, yiiksek yansimali opasiteler, Bowman membrani
kenarnda folda benzer yapilar, boncuk gibi dizilmis sinir
lifleri, 6n stromanin artmis yansimasi, Vogt strialari, uzamis,
kivrimlagmis ve virgiil benzeri konfigiirasyon gosteren keratosit
niikleuslarinin goriiniimii tipikti. Bu bulgular keratokonusla ile
ilgili yapilmis bir¢ok olguyla benzerlik arzediyordu (6-10).

Keratokonuslu gozlerdeki dejeneratif siirece bagl
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olarak epitelyal devir orani arttigindan epitelyal hiicrelerde
siklikla elongasyon ve eksfolyasyon izlenir. Bizim tesbit
ettigimiz bu durum bir¢ok yayinda da gosterilmistir (8).

Bizim ¢alismamizda keratokonusun evresine bagli
olarak hem yiizeyel epitel hiicrelerinde hem de bazal epitel
hiicrelerde uzama ve genisleme tesbit ettik. Hollingsworth ve
arkadaslarinimn yaptiklari caligmada da bazal epitel hiicrelerinin
genisledigi ifade edildi (11).

Ucakhan ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada,
bazal epitel hiicrelerdeki hemosiderin birikimi (Fleischer
halkasi) gozlerin %70’inde izlenebildi. Periferik yerlesiminden
dolay1 gozlerin %30 unda izlenemedi (9). Bizim ¢alismamizda
ise ayni sebepten dolay1 gbzlerin sadece %25,9 unda parasantral
Fleischer halkas1 izlenebildi.

Belirginlesmis korneal sinirler keratokonuslu gozlerin
biyomikroskobi muayenesinde de bazen goriilebilirken
temel olarak konfokal mikroskopi ile tesbit edilebilir (12-
13). Belirginlesmis sinir orani bizim g¢alismamizda %67,6
olup bu gozlerin de yaklasik yarisinda (%34,7) boncuk tarzi
dizilim mevcuttu. Ugakhan ve arkadaglarinin ¢aligmasinda bu
oran %29,2 idi. Bazi yaymlarda bu sinir plexusunun 6nemi
vurgulandi. Ozellikle Flockerzi ve arkadaslariin 2020 yilinda
yaptig1 calismada korneal topografinin progresyonu takip
etmekte yetersiz kaldig ileri keratokonus hastalarinda, konfokal
mikroskobiyle subbazal sinir plexusundaki degisimlerin
izlenmesinin 6nemi gosterildi (14).

Geleneksel olarak ifade edilenin aksine ¢alismamizda
Vogt strialar1 sadece arka stromada degil on ve orta stromada da
izlenmistir. Bazi yayilarda da benzer bulgu rapor edildi (9,11).

Literatiirde kontak lens kullanan ve kullanmayan
keratokonuslu olgularda keratositlerin anormal morfolojisi
ve keratosit dansitesinin 6n ve arka stromada istatistiksel
olarak anlamli olarak degisik oranlarda azaldigi saptanmisti
(7,9,10,11).

Kontakt lens kullanmayan keratokonuslu hastalarda
yaptigimiz c¢alismamizda ise bu azalma 6n stromada %25,9
arka stromada ise %22,1 olarak izlendi.

Keratosit dansitesindeki bu azalig ile ilgili olarak
Hollingsworth ve arkadaslar1 kronik géz ovusturma ve atopiyi
suclarken, Wilson ve arkadaslar1 ise bu durumun epitelyal
hasara sekonder gelisen apoptozise bagli olabilecegini ifade
ettiler (8,14).

Endotel hiicreleri hekzagonal yapida ve yaklasik
aynt boyutlarda hiicrelerden olusur. Endotel hiicre dansitesi
dogumdan sonra adolesan ¢agina kadar hizla azalir, 20 ile 50 yas
arasinda stabillesir ve 60 yasindan sonra belirgin olarak azalir.
Dogumda endotel hiicresi yaklagik 4000 hiicre/ mm?2 iken geng
erigkinde 3500 hiicre/ mm2dir (16). Kontakt lens kullanimi
bir¢ok mekanizma ile endotel hiicre degisikligine neden olur.
Bunlar arasinda &zellikle laktat akumulasyonu, pH degisikligi,
CO2 igeriginde artis, endotelyal adenozin trifosfat diizeyinde
azalma ve kalsiyum metabolizmasinda bozukluk sayilabilir
(17). Bilgin ve arkadaslarmm yaptig1 bir ¢alismada ortalama
7,8 £3,6 yil, glinde en az 12 saat PMMA kontakt lens kullanan
olgularda normal gruba gore endotel hiicre dansitesinde
istatistiksel olarak anlamli derecede azalma ve polimegatizmde



ise istatistiksel olarak anlamli artis bildirilmistir (18). Bizim
calismamizda kontak lens kullanilmamasina ragmen hastalarda
benzer bulgular goriildii. Bu durum hastalik progesinin bir
pargasi olarak degerlendirildi.

Ugakhan ve arkadaslari, endotel hiicre dansitesinin
keratokonus evresinden etkilendigini ve ileri keratokonuslu
hastalarda hafif ve orta keratokonuslu hastalara ve kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak belirgin derecede azalmis
oldugunu tesbit ettiler (9).

Aksine bazi caligmalarda keratokonuslu gozlerde
endotel hiicre dansitesinin belirgin olarak arttig1 izlenmis olup
bunun sebebi olarak da bu gézlerde miyopi birlikteligi, sert gaz
gegirgen lensler ile ilgili olabilecegi ifade edildi (11).

Keratokonuslu bazi gozlerde kon apeksine dogru
endotelyal hiicre uzamasi birkag yayinda rapor edildi (19,20).
Bunun aksine olarak Hollingsworth ve arkadaslari1 yaptiklar
bir calismada ileri keratokonuslu hastalarda bile endotel
hiicrelerinde ciddi bir degisim izlemediler (8,21).

Bizim g¢aligmamizda ise endotel hiicrelerde bir sekil
degisikligi gormedik. Bununla beraber keratokonus evresinden
bagimsiz olarak keratokonuslu 1. grupta endotel hiicre
dansitesi saglikli bireylere gore daha az bulundu. Fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Sonug olarak bu ¢aligmada in vivo konfokal mikroskobi
kullanilarak keratokonus hastalarinda santral korneanmn tiim
katlarinda yapisal ve kantitatif degisiklikler gozlendi. Konfokal
mikroskopi kullanilmaya baglandigi glinden bu yana canli
dokuda hiicresel seviyede verdigi kesin bilgiler ile hastaligin
takibinde 6nemli bir yere sahip olmustur. Ozellikle keratokonus
hastalarinda teshis ve progresyon takibinde hala giincelligini
korumakla beraber, hastaligin topografik olarak tesbitinden
¢ok oOnce klinisyenin bu cihazla hastalig1 teshisine imkan
vermektedir.
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