T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

GOZ HASTALIKLARI ANABILiM DALI

PRIMER PTERJIUM HASTALARINDA DOKU MIKRO
RNA DUZEYLERININ KATARAKTLI OLGULARDA
KONJONKTIVA DOKU MIiKRO RNA DUZEYLERI ILE
KARSILASTIRILMASI

Dr. GOKHAN iGME

UZMANLIK TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. AYCA YILMAZ

MERSIN - 2016



T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

GOZ HASTALIKLARI ANABILiM DALI

PRIMER PTERJIUM HASTALARINDA DOKU MIKRO
RNA DUZEYLERININ KATARAKTLI OLGULARDA
KONJONKTIVA DOKU MIKRO RNA DUZEYLERI ILE
KARSILASTIRILMASI

Dr. GOKHAN iGME

UZMANLIK TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. AYCA YILMAZ

MERSIN - 2016



TESEKKUR

Asistanlik egitimim boyunca, bilgi ve tecrubelerinden yararlandigim c¢ok
degerli hocalarim sayin Prof. Dr. Atila ARGIN, Prof. Dr. Ozlem YILDIRIM, Prof. Dr.
Ufuk ADIGUZEL, Dog¢. Dr. Ayse Ayca SARI ve Yrd. Do¢. Dr. Erdem DINC’e
tesekkurlerimi ve saygilarimi sunarim.

Tezimin olugsumu, yapimi ve yazimi asamasinda yanimda olan; degerli
zamanindan fedakarlik etmekten kaginmayan, egitimimin her safhasinda buyuk
katkilari olan tez hocam sayin Prof. Dr. Ayca YILMAZ' a,

Biyokimya Anabilim Dalindan sayin Prof. Dr. Lulufer TAMER ve Ars. Gor. Dr.
Aysegil GORUR’e

Dort yiIl boyunca sevgi, saygi ve anlayisi paylastigim asistan arkadaslarima,

klinik hemsirelerimize ve personeline tesekkur eder, saygilarimi sunarim.

Hayatimin hicbir déneminde beni yalniz birakmayan, bugtinlere gelmemde en
blyuk pay sahibi olan sevgili aileme tim kalbimle ve ictenlikle minnet ve sevgilerimi

sunarim.

Dr. Gékhan ICME



ICINDEKILER

OZET
INGILiZCE OZET
GiRIS VE AMAC
GENEL BILGILER
Konjonktiva Anatomi ve Fizyolojisi
Korneanin Anatomi ve Fizyolojisi
Korneanin Fonksiyonlari
Skleranin Anatomi ve Fizyolojisi
Limbus Anatomi ve Fizyolojisi
Pterjium Tanimi
Epidemiyoloji
Etyopatogenezi
Histopatoloji
Pterjium Klinigi
Klinik Siniflama
Pterjium Tedavisi
MikroRNA Olusumu
MikroRNA Fonksiyonlari
GEREC VE YONTEMLER
BULGULAR
TARTISMA
SONUG VE ONERILER
KAYNAKLAR
SIMGELER ve KISALTMALAR DiZziNi
SEKILLER ve RESIMLER DiZziNi
TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No

11
11

13
16
17
18
18
19

19
21

22
22
25
29
30
32
41
44
48

49
62

63
64



OZET

Pterjium, dejeneratif bulber konjonktiva dokusunun limbus Uzerinden korneaya
dogru ucgen seklinde fibrovaskuler epitel alti buyume yapmasidir. Yuzyillardir
pterjium etiyolojisi, patogenezi ve tedavisi konusunda g6z hekimleri arasinda
tartismalar siregelmis ve ginimuizde halen bu konularda kesin bir sonuca ve fikir
birligine varilamamigtir. Etiyolojisi hala tam olarak bilinmemekle birlikte, son yillarda
daha cok ultraviyole(UV) 1sinina bagh limbal kok hicre degisiklikleri Uzerinde
durulmaktadir. Ozellikle insan gézii tarafindan algilanmayan ultraviyole B'ye kronik
maruziyetin limbal epitelyal kok hucrelerde genetik travmaya neden oldugu
dugunulmektedir.UV i1gsinlarina uzamig maruziyetin  konjonktiva dokusunda
proinflamatuar sitokinlerin olusumunu indukledigi bildirilmistir. olusan bu sitokinlerin
damar olusumu, hicre g¢ogalmasi, doku invazyonu ve inflamasyonu basglatarak
pterjium gelisimine neden oldugu One surulmustar. Ayrica UV radyasyon, P53 gibi
tumor baskilayici genlerde mutasyonlara neden olarak pterjlum epitelinde anormal
ekspresyona yol agabilir.

Son yillarda insan vicudunda mikroRNA olarak adlandirilan kiguk molekuller
tespit edilmis ve basta onkolojik hastaliklar olmak Uzere c¢esitli hastaliklarda serum ve
doku duzeyindeki seviyelerinde degisiklikler saptanmigtir. Ayni zamanda bazi
mikroRNA subtiplerinin anjiogenez ile iligkili oldugu gosterilmistir. Buradan yola
cikarak pterjium fizyopatolojisinde bu molekiillerin rol oynadigi dustnulebilir.

Literature bakildiginda g6z dokularinda miRNA caligmalari yapiimis olup
miRNA 184 retina, kornea ve lenste, miRNA-182, 183 ve 205 kornea ve limbus
epitelinde saptanmistir. miRNA-126 ve miRNA -221'in anjiogenez ile iligkili oldugu
gOsterilmistir.  Bu bilgilerden yola c¢ikarak pterjiyum hastaliginin patogenezinde
suc¢lanan limbal kok hucrelerdeki degisim ile miRNA arasindaki iligkiyi sorgulamayi ve

hastaligin patogenezine ayri bir bakis agisi getirmeyi planladik.

MikroRNA ile primer pterjium iligkisini arastirma amaciyla, Ocak 2014-Ocak
2016 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklari Anabilim
Dali poliklinigine bagvuran ve primer pterjlum tanisi alan toplam 24 hasta ¢alismaya

dahil edildi. Kontrol grubu ise primer pterjilum tanisi olmayan 24 katarakt hastasindan
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olusturuldu. Bu olgulardan  alinan konjonktiva doku  &rneklerinde mIiRNA-
126,182,183,184,221 ve 205 ekspresyon duzeyleri hasta ve kontrol grubunda
karsilastirildi. miRNA-182,183,184 ekspresyon miktarinin hasta grubunda anlamli
duzeyde artmis oldugu, miRNA-221 ekspresyon miktarinin ise hasta grubunda
anlamli duzeyde azalmis oldugu saptandi.

Elde ettigimiz sonuglar, hastaligin patofizyolojisinde bu molekullerin etkin
olabilecegini gosterebilir. Ayni zamanda daha fazla hastanin katiimiyla yapilacak ¢ok
merkezli ¢galismalar bu molekuller ile hastalik arasindaki iligkiyi daha anlasilir ve net

bir sekilde ortaya koyabilir.

Anahtar Kelimeler: MikroRNA, primer pterjlum,anjiyogenez



ABSTRACT

Comparing the tissue miRNA levels of patients who have primary pterygium with the
tissue miRNA levels of patients who have cataract

For centuries etiology, pathogenesis, and management of pterygium
havebeen continually debated among opthalmologists, and even today a definitive
conclusion, and consensus on these issues could not be reached. Although its
etiology is still not known completely, in recent years alterations in limbal root cells
secondary to exposure to ultraviolet light have been increasingly emphasized. In our
country, epidemiologic studies related to eye diseases, encompassing predetermined
regions or whole population are lacking or in inadequately scarce numbers.

Small molecules called microRNAs have been identified in the human body in
recent years, and changes in their serum and tissue levels has been determined in
various diseases including especially oncological diseases. Also, some microRNAs
subtypes have been shown to be associated with angiogenesis. Starting from this
point, it can be thought that these molecules may have a role in pterygium
pathophysiology

Considering the literature, miRNA studies were made in the eye tissues and it
was reported that miRNA 184 was in retina, cornea and lens, miRNA-182, 183,184
and 205 was in cornea and limbus,epithelium. miRNA-126 and miRNA -221 has been
shown to be associated with angiogenesis. In the light of this information, we aimed
to examine the relationship between miRNA and the accused changed limbal stem
cells in the pathogenesis of pterygium disease and to bring a new perspective to the

disease pathogenesis.

In order to investigate the relationship of microRNAs with primary pterygium,
24 patients admitted to Mersin University Medical School Department of
Ophthalmology and diagnosed as with primary pterygium January 2014- January
2016 were included in the study. Control group consisted of 24 patients with no
primary pterygium. In the conjunctival tissue samples collected from these cases,
mMiRNA-126,182,183,184,221 and 205 expression levels were compared in patient
and control groups. It was detected that miRNA-182,183,184 expression levels
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significantly increased in the patient group, and miRNA-221 expression level

significantly decreased in the patient group.

Our results may show that these molecules might be effective in the pathophysiology
of the disease. Also, multicenter studies conducted with the participation of more
patients may demonstrate the relationship between these molecules and disease

more clearly and transparently.

Keywords: MicroRNA, Primary pterygium , Angiogenesis



GIRIS VE AMAG

Pterjiyum, patogenezinde 6zellikle UV-B i1sinlarina maruziyet sonucu p53 gen
degisikligi ile olusan, korneaskleral limbal kok hucre yetmezIigi ile ilgili sik gorulen bir
okuler yuzey hastaligidir.t Ozellikle glines i1sinlarina maruziyet varliginda oldukga sik
gorulmektedir. Patogenezi ile ilgili bir cok hipotez ortaya atilsa da, en ¢ok suglanan
teori UV-B maruziyeti sonucu limbal epitelyal hiicrelerin korneaya invazyonudur. Bu
invazyonda limbal epitelyal hicreler tarafindan salgilanan metalloproteinaz
enzimlerinin (MMP) de roll oldugu 6ne surtlmektedir.? Korneaskleral limbus,kornea
ve konjonktiva arasinda bir bariyer gorevi Ustlenen ve histolojik olarak kok hucrelere
sahip anatomik bir bolgedir. Bu bolgedeki hiuicre yetmezlikleri pingekula, pterjiyum
gibi kornea yuzey dejeneratif hastaliklari ve limbal tumorler gibi hastaliklarin

patogenezinde rol oynamaktadir.3

MikroRNA’lar (miRNA’lar-mirna), yaklasik 21-23 nukleotid uzunlugunda, tek
iplikli kisa RNA molekdl tirleri olup dokular arasinda farkli sekilde eksprese olduklari
ve kan dolasiminda saptanabildikleri gésterilmistir. Ayni zamanda tek bir miRNA’nin
farkli fonksiyonlari olan yaklagik 200 hedef gene baglandigi saptanmistir. Bu nedenle
tek bir miRNA hucrenin yuzlerce fonksiyonunu etkileyebilmektedir. Bu molekdllerin
fonksiyonlari arasinda, gen ekspresyonunun dizenlenmesi, metabolik regilasyon,
hafiza ve sinaptik gelisim, embriyogenez, organogenez, farkllasma ve blylime
kontrolli, anjiogenez, timorogenez yer almaktadir. Tum bu fonksiyonlardan yola
cikarak miRNA’larin birgok hastalik ile baglantili olmasi surpriz degildir. Bu molekuller
hicrelerin normal fonksiyonlarinda goérev aldiklari icin meydana gelen miRNA
kusurlarinda c¢esitli hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir. Kardiyovaskuler hastaliklar,
inflamatuvar hastaliklar, infeksiyonlar, gelisimsel bozukluklar, kas bozukluklari,
norodejeneratif hastaliklar ve kanser ile iligkileri ortaya konulmustur. Bu iligkilerden
dolay! Ozellikle neoplastik ve anjiogenezis ile giden hastaliklarda miRNA’lar
hedefleyen erken tani ve tedavi yaklagimlari arastiriimaya baslanmigtir.

Literature bakildiginda g6z dokularinda miRNA calismalari yapiimig olup
MiRNA 184 retina, kornea ve lenste, mMIRNA 205 0zellikle kornea ve limbusta
miRNA 182 ve 183 kornea ve limbus epitelinde saptanmistir.* Lee ve arkadaslarinin
yapmis oldugu c¢alismada pterjlum dokusunda vaskuler endotelyal bluyume faktori

(VEGF) ekspresyonu gosterilmistir.> Wu ve arkadaslari endotel fonksiyonu ve



angiogenez ile ilgili yaptiklari ¢alismada anjiogenezi miRNA-126'nin aktive ettigini,
miRNA-221'in ise inhibe ettigini gostermislerdir.?Bu bilgilerden yola c¢ikarak
calismamizda pterjiyum hastaliginin patogenezinde; miRNA-126, miRNA-182,
MiRNA-183, miRNA-184, miRNA-205 ve miRNA-221'in doku dizeylerini arastirarak

hastaligin erken tani, tedavi ve takiplerinde oynayabilecedi roll incelemeyi planladik.
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GENEL BILGILER

A. Konjonktiva Anatomi ve Fizyolojisi

Konjonktiva kapaklarin i¢ kismini ve goz kuresinin kornea digindaki on kismini
orten mukozal bir dokudur. Konjonktiva 3 kisimdan olusur. Bunlar g6z kiresini drten
bulber konjonktiva, kapak i¢ yizeylerini 6rten palpebral konjonktiva ve konjonktivanin
kendi Uzerine kivrilarak olusturdugu forniks konjonktivasidir. Alt ve Ust kapaklarin
birlestigi karankul denilen i¢ kosede semilunar katlanti mevcuttur. Palpebral
konjonktiva altindaki tarsa sikica, bulber konjonktiva ise tenon kapsuline zayif olarak
baglanir. Bu dokular limbusta karisarak Vogt palizadlarini olusturur. ’

Konjonktiva palpebral arterlerden ve o6n siliyer arterlerden beslenir. Go6z
kapaginin marjinal arter arki tarsal konjonktivayi, periferal arter arki da forniks ve
limbusa 4 mm mesafeye kadar olan bulber konjonktivay! besler. On siliyer arterler
limbusta ylzeyel ve derin episkleral perilimbal pleksusu olusturur. Bulber
konjonktivanin venleri episkleral venoz pleksusa, palpebral konjonktivanin venleri
orbita venlerine dokulur. Konjonktivanin sinirsel uyarimi nervus trigeminusun oftalmik
ve maksiller dallarindan saglanir. Konjonktiva lenfatikleri medialde submandibular,
lateralde preaurikiler lenf bezlerine bosalir. Konjonktiva yabanci cisimlere, eksojen
mikroorganizmalara karsi énemli bir bariyerdir. Konjonktiva epiteli biyokimyasal ve
histolojik olarak kornea epitelinden c¢ok farklidir. Kornea saydam, duzenli, kiricilk
Ozelligi olan damarsiz bir yapi iken konjonktiva opak, diizensiz ve damarli bir yapidir.
Konjonktiva epitelinde bulunan goblet hicreleri gbézyasi film tabakasinda bulunan
muasinin 6nemli kaynagidir. Tum okuller yluzey hucrelerinin % 5-10’unda goblet
hiicreleri olusturur.8 Karbonhidratlar, aminoasitler ve diger besinler konjonktival
damarlardan kolayca temin edilir. Az miktarda glikojen bulunur. Glikolik,
trikarboksiasetikasit ve solunum zinciri enzimlerini yiksek oranda bulundururken
disiik oranda heksoz monofosfat aktivitesine sahiptir. ° Kornea epiteli olmadiginda
konjonktiva epiteli 1mm/sa hizla korneal stromayi kapatabilir. 1° Bir kez kapattiginda
konjonktival 0zelliklerini 4-5 hafta sonra kaybeder.!! Bu histolojik gorinim
konjonktiva epitelinin kornea epiteline transdiferansiyasyonu olarak adlandirilir.
Ancak transdiferansiye epitel kornea epiteline esit degildir.'? Metabolik seviyesi,

enzim aktivitesi, protein profili haftalar sonra bile kornea ile karsilastirilamaz. 12 Bu
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epitel travmaya karsi dayaniksizdir, kolayca vaskularize olur ve konjonktiva benzeri
bir géranum alir.
Konjonktiva mikroskobik olarak iki kisimdan olusur. Dista epitel, icte ise lamina

propria tabakasi bulunur.

1. Epitel

Konjonktivanin  farkh  bolgelerinde dedisik ozellikler gosterir.  Kapak
konjonktivasinda keratinlesmemis silindirik epitel, bulber konjonktivada ise bazal
hacreler silindirik olup epitel keratinlesmemis ¢ok katli yassi epitel hlcrelerinden
olusur. Kapak konjonktivasinda epitel hicreleri iki kat iken bulber konjonktivada bes
kata c¢ikar. Epitelyum tabakasinda ayrica bazal hicreler arasinda melanositler ve tUm
konjonktivada Langerhans hiicreleri bulunmaktadir. Ozellikle palpebral konjonktiva ve
inferonazal bulber konjonktivada yogun olarak bulunan musin salgilayan goblet
hiicreleri bulunur. 7 Epitelin yiizeyinde bulunan mikrovilli ve mikropili adi verilen
yapilarin Gzerini glikokaliks ve hidrofilik 6zellikteki muisin tabakasi 6rtmektedir.
Gobzyasinin konjonktiva Uzerinde tutulmasinda bu yapilarin blyluk énemi vardir.
Korneadan farkli olarak konjonktiva epiteli organize bir bazal membrandan
yoksundur. Substantia propria Uzerinde gevsek olarak bulunmaktadir. Konjonktiva
epitelinin kdk hucrelerinin kaynagi belirsizdir. Forniksin konjonktiva epitelinin, goblet
hlcrelerinin, bulber ve palpebral konjonktivadakilere kiyasla proliferasyon

yeteneklerinin daha fazla oldugu gosterilmigtir.

2. Lamina Propria

Epitelden bir bazal membran ile ayrilir. Ustte lenfoid tabaka altta fibrovaskuler
tabaka olmak Uzere iki tabakadan olugur. Lenfoid tabakada gozin immunitesinde
onemli rol oynayan lenfositler, mast hicreleri ve makrofajlar bulunur. Lenfoid doku
insanda dogumdan Ug¢ ay sonra gelisir. Fibrovaskiler tabakada damarlar, lenf yollar
ve sinirler mevcuttur. Krause ve Wolfring denilen yardimci gdzyasi bezleri de

bulunmaktadir.
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B. Korneanin Anatomi ve Fizyolojisi

Kornea avaskuler, saydam, go6zun kirici gucunin %75'ini saglayan bir
dokudur. Yetiskinlerde horizontal ¢api 11-12 mm, vertikal ¢gapi 9-11 mm’dir. Kalinhgi
santralde 0.57 mm periferde 0.7 mm dir. Hava-gbozyas! +44D, gbzyas! kornea +5D,
kornea-akéz — 6D olup toplam kiriciigi +43 D dir.® Kornea damarsiz bir yapl
oldugundan beslenmesi akoéz humorden glikoz difuzyonu ve gobzyagi film
tabakasindan oksijen diflizyonu ile olur. Ayrica korneal limbustan da destek alr. 13
Kornea viicudumuzun en fazla sinir sonlanmasina sahip dokusudur. Sinir sonlanmasi
konjonktivadan 100 kat daha fazladir. innervasyonu trigeminal sinirin oftalmik dali ve
uzun siliyer sinirler tarafindan saglanir. Uzun siliyer sinirler perilimbal bdlgenin
innervasyonunu saglar, derin stromada korneaya penetre olurlar ve 6ne dogru
ilerleyerek epitelyum altinda pleksus olustururlar. Sinir lifleri korneada miyelinini
kaybeder 13,

Mikroskopik olarak distan igce dogru epitel, bowman membrani, stroma,

descement membrani ve endotel olarak adlandirilan yapilardan olugur.

1. Epitel

Kornea epiteli kornea kalinhginin %10'unu (0.05mm) olusturan c¢ok kath
skuamoz epiteldir. Epitel ve gbzyasi film tabakasi dlzgtn bir optik ylzey saglar. En
dista 2-3 sira yassi, horizontal nikleuslu ylzey hucreleri, ortada 2-3 sira polihedral
kanat hucreleri ve en igte tek sira silendirik bazal hicrelerinden olusur. Bazal hicreler
bazal membrana hemidesmozomlarla yapismis tek katli kiiboidal hicrelerdir. Bazal
membran ile bazal hicreler arasindaki hemidesmozomlardaki anomaliler tekrarlayan
korneal erozyonlar veya persistan epitel defektlerine neden olabilir. Bazal hucreler
mitotik aktiviteye sahiptir. Bazal hicrelerin Ustiinde ince kanat benzeri kanat hicreleri
bulunur. Kanat hticreleri keratin adi verilen tonoflaman yoniinden zengindir 3. Ylzey
hicreler ince poligonalhltcrelerden olugur. En Ustteki hucreler mikrovillus ve
mikroplikatalara sahiptir. Bu sayede musin absorbsiyonunu artiracak sekilde yuzey
alani genigler. Yuzey hucreler arasinda bulunan siki baglantilar (tight-junction)
g6zyasinin stromaya gegisini onler. Kornea epiteli, yedi ile ondort gunde farkhlasarak

gbzyasi film tabakasina dokulur.t3
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Kornea epiteli mikroorganizma, yabanci cisim, solusyonlar ve ilaglara karsi
bariyer olusturur. Saydam ve duzgun bir optik ylzey saglar. Normalde kornea
periferinde bulunan, antijenin iglenmesinde gorevli dendritik hucreler (Langerhans
hiicreleri) bulunur. Kornea epiteli sirekli kendini yenileyen bir yapiya sahiptir. Bu
yenilenme limbustaki kok hucreler ve bazal kornea epiteli ile olmaktadir. Hall ve Watt
farkh dokularin kok hiicrelerinin (i¢ ortak 6zellige sahip oldugunu gostermistir. 14
1. KOk hucreleri insanin tum yagami boyunca gelisen ve sinirli olmayan kendi kendini
yenileme ozelligine sahiptir.

2. KOk hucreler asimetrik bolunme 06zelligine sahiptir. Bir kardes hicre kok hucre
olarak kalirken digeri farkhlasir.
3. Bir kez farklilagma baslayinca bu geri donulmez bir siregtir.

Kan hucreleri gibi bazi dokularda kok hucreleri pluripotenttir ve kok hucreler
birbirinden farkli hicrelere farklilagir. Korneanin ¢ok katl epitelinde kdk htcreler
unipotenttir. Kok hucreler uzun 6murli olup asimetrik yapida bolinme 06zelligine
sahiptir. Bu asimetrik hdcre bolinmesi sonucu ortaya ¢ikan iki hicreden biri kok
hicre olarak kalirken digeri bazal korneal epitelyum olarak farklilagir. Bazal korneal
epitel daha sonra kismen farklilasmis hlicrelere ve en son suprabazal korneal epitel
haline gelir. Hem kismen farklilasmis hicreler hem de tam farklilasmis hucreler
bolinme yetenegine sahiptirler. Gegici ¢gogalan hucreler tetikleyici korneal hucreler
olarak kabul edilebilirler. Limbal kok hucreler dusuk mitotik aktiviteli ve yavas siklusa
sahip iken, gecici cogalan htcreler kisa émurli olup, uzun siklusa sahiptir. Farkli
dokularda ¢ok katli epitelin kok hicrelerinin yeri degisir. Dil papillasinda bazal hicre
tabakasinda konnektif doku iginde derinde vyerlesir.'> Kornea epitelinin  kok
hicrelerinin limbusta olduguna dair ginimuizde yapilan c¢alismalar bu hipotezi
dogrular niteliktedir.Korneal epitelyal kbk hicrelerinin:

1. Hulcre sikluslari yavastir. H- Timidin ¢evre huicrelerden daha uzun sire tutulu
kalir.16

2. Korneaya spesifik 64 kD keratin antikorlarini baglamazlar. 1’

3. Kornea ve konjonktivaya baglanmayan alfa-enolaz olarak bilinen 4G10.3
antikorunu baglarlar. 8

4. Nadir olarak gortlen kornea timorleri primer olarak limbustan kaynaklanir. 1°

Epitel bazal membrani, bazal epitel hicreleri tarafindan salgilanir ve tip IV
kollajen, laminin,heparan sulfat,fibronektin gibi proteinleri icermektedir. Bazal

membran ve bazal hiicreler arasinda hemidesmozom denilen baglantilar bulunur. Bu
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baglantilardaki anormallikler tekrarlayan korneal erozyonlar veya persistan epitel
defektlerine neden olur. Bazal membran hasarlanmadan 6 hafta sonra yeniden

olusur. Bu sirada yeni olugan bazal membran stromaya ¢ok zayif olarak baglidir.

2. Bowman Tabakasi

Stroma 6n bolumidnde yer alan kisa kollajen liflerden olugsan aseliler bir
yapidir. Yenilenme yetenegi olmadigindan yaralanmasi skar olusumuna neden olur.

Epiteldeki patolojilerin stromaya yayilmasini onleyen bir bariyerdir.

3. Stroma

Stroma aselliler bowman tabakasi altinda kollagen ve proteoglikanlarin
olusturdugu ekstraseluler matriksten olusur. Kornea kalinhiginin %90’nini olusturur.
Keratositler stromanin ana hucreleridirler.Ekstraselliler matriks, tip 1,V,VI kollajen,
dekorin ve lumikan adi verilen proteoglikanlar icerir. Bu matrikse gomuli kollajen
liflerin kafes seklindeki dizilimi korneanin saydamligini saglar. Kornea transparandir,
cunku kafes seklindeki yapiyi olusturan birimler gorulebilen 1s1gin dalga boyundan
kuciktur. Kornea stromasinin %78 oraninda su icermesi saydamligin devaminda
onemlidir. Epitel tabakasinin saglam yapisi ve endotelyal pompa fonksiyonu korneal

hidrasyonun kontroliinden sorumludur.

4. Descemet Membrani

Descemet membrani kornea endotel bazal laminasidir. Dogumda 3
mikrometre, eriskinde 10-12 mikrometre kalinhgindadir. iridokorneal agiya 2 mm
uzaklikta son bulur. Ondeki stromaya komsu kisim embriyoner hayatta kollajen lifler
ve glikoproteinlerden olugsmustur. Endotele komgu kisim dogumdan sonra endotel
hacreleri tarafindan salgilanir. Bu kisim hasar sonrasi endotel tarafindan tekrar

salgilanir.
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5. Endotel

Tek kath hekzagonal hucrelerin birbirine sikica baglanarak mozaik patern
olusturduklari tabakadir. Rejenerasyon yetenegi yoktur. Defektif alan hcrelerin
genisleyip yayiimasi ile kapatilmaya calisilir. Dogumda 4000/mm2 olan hicre sayisi
erigkinde 2500/mm2 ye iner. Hicre sayisi 400/mm2 ye duserse korneal 6dem olusur.

C. Korneanin Fonksiyonlari

1. Refraksiyon

Kornea, yapisindaki fibrillerin homojen, paralel ve siki dizilimi nedeniyle
saydamdir. Kornea On yuzu egrilik yaricapi yatay meridyende 7.8 mm, dikey
meridyende 7.7 mm'dir. Arka yuzin kurvatiri ise 6.8 mm dir.

2. Saydamlik
Stromada fibriller esit uzaklikta ve birbirine paraleldir. Saydamligin devam edebilmesi
icin korneayi gevreleyen sivilarin osmotik basinglarinin en az interstisyel sivi basinci
kadar olmasi gereklidir.

3. Dehidratasyon

Korneanin %75-80’i sudur. Stromadaki glikozaminoglikan yapinin osmotik gucu

sayesinde izotonik ortramlarda bile su tutabilir.
4. Gegirgenlik
Epitel tabakasi hidrofobik oldugundan hidrofilik maddeler icin bariyerdir. Hidrofilik

yapidaki stroma lipofilik maddeler icin bariyer olusturur. Endotel ise lipofilik

oldugundan stromadan akdz hiumére hidrofilik maddelerin difGzyonunu onler.
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5. Prekorneal Gozyasi Film Tabakasi

Lipid, akdz ve musin olmak Uzere uU¢ tabakadan olugur. 7 mikrometre
kalinhgindadir. DUzgun bir optik ylzey saglar. Saglikli epitelin devaminda énemlidir.
Goz kapaginin rahat hareketini saglar.?® Lipid tabaka Meibomian, Zeis ve Moll
bezlerinden salinir, buharlagmayi geciktirir. Akdz tabaka lakrimal bez, krause ve
Wolfring bezlerinden salinir. Toplam volumu 6.5 mikrolitredir. NaCl, glikoz, Ure,
enzim, proteinler, imminglobulin, kompleman ve albumin icerir. Musin tabaka goblet
hicrelerinden salinir. Gézyasi film tabakasinin kornea ylzeyinde stabilitesini saglar.
Epitel hiicre membranindaki mikrovilluslara tutunur. Kornea epitelini hidrofilik hale

getirerek yeterince 1slanmasini saglar.

D. Skleranin Anatomi ve Fizyolojisi

Sklera 6nde kornea arkada optik sinir ile devam eder ve goz kuresini olugturur.
Arka yuzinde optik sinir liflerinin ve kisa siliyer arterlerin gectigi elek seklinde lamina
cribrosa tabakasi bulunur. Dis yuzunde tenon kapsulu ve konjonktiva, i¢ yuzunde
uvea vardir. Arka kutupta 1mm, ekvatorda 0.5mm, kaslarin yapisma yerinde 0.3mm,
kornea gevresinde 0.8mm’dir. Skleranin dis ylzunde episklera i¢ yuzunde ise lamina
fusca bulunur. Episklera fibroz elastik dokudan olugsmustur. Lamina fusca uvea
kromatofor hiicrelerinden dolayi koyu renklidir. Sklera %75 kollajen lifler, %25 elastik
lifflerden olugur. Sklera hucre yonunden fakirdir. Kollajen, proteoglikan,
glikozaminogikan, glikoprotein ve az sayida da fibroblast bulunur. Sklera digsarda
episklera igerde ise koroidden beslenir. Episklera duyu sinirleri bakimindan zengindir.
Trigeminusun oftalmik dali tarafindan innerve olur.

Sklera goz kuresine sekil verir ve travmalara kargi korur. Su orani %65 olan
sklerada bu oran %40 a dustigunde saydamlasir. Elastin ve kollajenden olusan
mukopolisakkaritler diger 6nemli elementlerdir. Sklera g6z ig¢i basincinin etkisi
altindadir. Basincin surekli yiksek oldugu durumlarda sklerada uzama olur ve basing

duser.
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E. Limbus Anatomi ve Fizyolojisi

Konjonktiva ve skleradan korneaya gegcis bolgesidir. 1-2 mm genigligindedir.
Cok katli yassi konjonktiva epiteli korneanin ¢ok katli skuamoz epiteline doéntsdar.
Korneadan konjonktiva icine dogru parmak seklindeki girintilere Voght Palizadlari
denir. Stromal kollajenin yapisi bozularak hem kornea hem de sklera kollajenin
Ozellikleri birarada goralur.
Kan damarlari, sinirler ve mast hucreleri yonunden zengindir. Bowman membraninin
yerini duzenli kollajen lifler ve amorf madde alir. Descemet dar bantlara ayrilir ve
trabekulun katlarini gevreler. Limbus i¢inde iki 6nemli anatomik yapi, trabekuler ag ve
Schlemm kanali bulunur. On silyer arterden kaynaklanan konjonktiva damarlari
limbusun kanlanmasindan sorumludur.Limbusta kornea epitel hucrelerinin
yenilenmesini ve beslenmesini saglayan kok htcreleri bulunur. G6z kapadi hareketi

ve bulber basing limbusta gok katli skuamoz epitel olugsumu igin uyari olusturur.

Pterjium Tanimi

Pterjium, kapak araliginda yerlesen uggen sekilli, genellikle bilateral, nazal
tarafta, 23 bulbar konjoktivadan orjin alan, 2426 dejeneratif, anormal fibrovaskuler
dokunun kornea lizerine ilerlemesi olarak tanimlanir.?”-28 Yunanca’da kanat anlamina
gelen “pterygion” sézcigiinden alinmigtir. 29-30

Cogdunlukla nazal yerlesimlidir ve horizontal uzanma egilimindedir, bazen hem
nazal hem temporal bodlgede veya yalniz temporalde gorulebilir. Fibrovaskuiler
granulasyon dokusu korneaya invaze olarak, stromanin yuzeyel tabakalarini ve
Bowman membranini destriikte eder. 3!

Gergek pterjium, konjonktivanin korneayi aktif olarak invaze ettigi dejeneratif
ve hiperplastik bir dokudur. Pseudo-pterjium ise inflamatuar bir stire¢ sonucu inflame
konjonktivanin kornea kenarindaki ulsere uzanip yapistiyi ve pasif olarak korneaya
cekildigi bir doku olarak tanimlanmigtir. Bu ikisi arasindaki en énemli fark pterjiumun
limbus ve korneaya tamamen yapisikken, pseudopterjiumda limbusu atlayip sadece
korneaya tutunmasi ve boylece altindan bir probun rahatlikla gegirilebilmesidir. 3031

Pterjium dokusu; tepe, bas, gévde olmak tzere 3 kisimdan olusur:

Tepe; gri-beyaz, korneaya sikica yapisan, subepitelyal, avaskuler kisimdir.
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Bas; kabarik kitle olusturan ve globa siki siki bagli olan anastomoz yapan
damarlarin oldugu kisimdir.

Govde; konjonktivanin alt ve Ust kismindan foldlarla ayrilan fibrovaskuler
kisimdir.

Hastalik genellikle yavas ilerler, gergek bir timor degildir fakat kontrol
edilemeyen buyume 6zellikleri vardir. Cerrahi eksizyonu kolay olmasina ragmen niks

orani oldukga yiiksektir. 32

Epidemiyoloji

Pterjium tum dunyada gorilmekle birlikte gunesli, sicak, tozlu iklim
kosullarinda ve tropikal, subtropikal Ulkelerde gérece daha siktir. Ekvator cizgisi ile
37° kuzey ve guney enlemleri arasindaki bodlgeler icerisinde daha fazla
gorulmesinden dolayi bu bdlgeler, “pterjium kusagi’olarak adlandiriimaktadir. Gines
Isinlarina daha ¢ok maruz kalan yerlerde pterjium olusma nedenlerinden biri
ulturaviole (UV) sinlandir. Populasyonla ilgili yapilan c¢alismalarda pterjium
prevalansinin % 0,3 ile % 29 arasinda degisen oranlarda oldugu bildirilmistir.
Kliniklerde yapilan prevalans c¢alismalarinda bu oran % 4 ile % 31 arasinda
bulunmustur. Pterjium, erkeklerde kadinlardan iki kat daha sik gorulir. Bu insidans
farklihgi, erkeklerin dis ortamlarda daha sik calismasina baglanmistir.31-38

Cesitli meslek gruplarinda; o6rnegin kaynakgilar, balikgilar, insaat isgileri,
ciftciler ve marangozlarda diger meslek gruplarindan daha sik goruldugu bildirilmistir.
Pterjiumun gorulme sikhigi yasla birlikte artmaktadir. Lezyonun baglangici ortalama

44 yas iken, 50 ile 60 yaslar arasinda pik yaptigi bildiriimektedir. 39-43

Etyopatogenezi

Pterjiumun olugsmasinda ve ilerlemesinde rol oynayan, ¢evresel risk faktorleri
icinde baslica yeri UV isinlari almaktadir. Ozellikle insan g6zl tarafindan
algilanamayan, 290-320nm dalga boyuna sahip UV-B’ye kronik maruziyetin, gozde
bir takim degisikliklerden sorumlu oldugu dislnilmektedir. 44

Pterjiumun patogenezi hakkinda c¢esitli teoriler 6ne surdlmustur: Viral
enfeksiyonlar, immunolojik mekanizmalar, ekstraseltler matriks yeniden yapilanmasi,
blyume faktorleri, sitokinler, antiapopitotik mekanizmalar, gesitli anjiogenik faktorler,
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kronik okiler yiizey enflamasyonu ve benign neoplastik transformasyon bunlar igcinde
yer almaktadir.#>47

Pterjium epitelyal hiicreleri ve limbal epitelyal hiicreler ultraviole B'ye (UV-B)
maruz kalmaya cevap olarak matriks metalloproteinaz 1 enzim (MMP 1) Uretimini
artirabilirler. Bu durum, pterjiumun patogenetik bir mekanizmasi olarak 6ne surulen
ultraviole 1ginlar tarafindan indiklenen limbal epitelyal hicrelerin genetik travmaya
ugradidi teorisini destekler. 48

Ultraviole aracili genetik travma; blyime faktorleri, ¢esitli sitokinler ve blyime
faktor reseptorlerinin expresyonunu da etkileyebilir. Vaskiler endotelyal biyume
faktori-A (VEGF-A) normal, inflame ya da vaskilarize korneada mevcuttur. Bu
ylzden pterjiumda meydana gelen limbal epitelyal hiicre degisiklikleri, konjonktival
fibroblastlar tarafindan uretilen VEGF-A'nin inhibisyonunda azalmaya yol acabilir. Bu
durum, pterjiumun karakteristik 6zelligi olan anjiogenezin artmasina yol acgar. !

Derideki VEGF-A  seviyelerinin  ultraviole  radyasyonla  yukseldigi
gosterilmistir.#® Pterjjumda limbal epitelyal hicreler (LEC), VEGF-A tarafindan
indtiklenen kapiller tiip olusumunu baskilar. °°

Ultraviole radyasyon, P53 timaor supressor gibi genlerde mutasyonlara neden
olarak pterjiyum epitelinde anormal ekspresyona yol agabilir. Bu bulgular, pterjiyumun
dejeneratif bir lezyon degil, kontrolsuz hicre proliferasyonunun bir sonucu
olabilecegini isaret eder. 51-53

ilerleyen pterjium dokusu kenarindaki MMP aktivitesindeki artis ; pterjiyumun
korneaya invazyonu ve bowman tabakasinin destriksiyonunun yani sira, pterjiumun
karakteristik 6zelligi olan inflamasyon, doku yeniden yapilanmasi ve anjiogenezisten
sorumlu olabilir. ®

Pterjiumda;  dejeneratif  slrecin, inflamasyonun ve fibrovaskuler
proliferasyonun onemli faktorler oldugu kanitlanmistir. Pterjium, prolifere olmus
fibrovaskiler dokudan olustugu igin, progresyonun neovaskuilarizasyona ihtiyac
duydugu agiktir.1:5

Pterjium olusumu esnasinda anjiogenezin meydana geldigi gosterilmistir.
Anjiogenez onceden var olan damarlardan yeni damarlarin blyumesini igeren
fizyolojik bir surectir. Anjiogenez, yara iyilesmesinin yani sira buyime ve gelismede
normal bir sure¢ olmasina ragmen, bir¢gok patolojik strecte de kritik rol oynar. VEGF,
Fibroblast buyume faktori (FGF), Platelet kokenli buyime faktérta (PDGF),
Transforming growth faktor-p (TGF-B) ve tumor nekrozis faktor- a (TNF-a) gibi bir¢cok
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bliyume faktorli, kimyasal olarak anjiogenezi stimile eder. Bu buyume faktorleri,
fibroblastik ve inflamatuar pterjium hicrelerinde de gdézlemlenmigtir. VEGF,
anjiogenezin en gugli bir uyaricisidir.>>5’ VEGF’in mevcudiyetinde endotelyal
hiicreler prolifere olarak cevre alana go¢ eder ve sonucta kapillerlere benzeyen
yaplilar olusturur.

VEGF, VEGF-2 reseptorine baglanarak endotelyal hucrelerde bir sinyal
olusturur, boylece bir tirozin-kinaz sinyal kaskadi baslar ve ¢esitli faktorlerin Gretimini
uyarir. Bunlar da damar permabilitesini artirir, endotel hicrelerinin proliferasyonunu,
migrasyonunu uyarir ve son olarak kan damarlarinda farklilasmayi uyarir. 58.5°

Aspitois ve ark. ile Taraboletti ve arkadaslan pterjium dokusunda
immunohistokimyasal olarak VEGF’nin ve mikrodamar yogunlugunun bir belirteci
olan CD 31 ekspresyonunun arttigini, ayni zamanda anjiogenezin bir inhibitori olan

trombospondin-1'in (TSP-1) de karakteristik olarak yoklugunu gostermiglerdir. 60-62

Histopatoloji

Pterjiumun histopatolojik yapisini inceleyen bir cok c¢alismada pterjium
olusumu ve ilerlemesi ile inflamatuar degisiklikler ve mast hucreleri arasinda yakin bir
iliski saptanmistir. Elektron mikroskopu incelemelerinde pterjiumun g¢ok katl, ileri
derecede diferansiye, prizmatik sekilli epitel hiicreleriyle 6rtlli oldugu gorulmektedir.
Mast hcreleri, kimyasal ve imminolojik etkenlerden sonra inflamasyon ve doku
fibrozisinde 6nemli rol oynamaktadir .63-66

Elektron mikroskopik incelemede fibroblastlarin arttiklari, aktif bir gorunum
sergiledikleri, preelastik ve denattre elastik liflerde belirgin artig, elastik liflerin yani
sira kollajen liflerde de artis ve dejenerasyon tipik olarak izlenmistir. Pterjiumda
fibroblastlar; cesitli etkenlere bagli olarak, metabolik yonden hasara ugramakta,
¢ogalmakta ve yogun bir sekilde normal yapisini degistirmis dejenere kollajen ve
elastik lif sentezi olusmaktadir. 67.68

impresyon sitolojisi ile yapilan ¢alismalarda epitel hiicrelerinde, goblet hiicre
yogunlugunun artisi ile seyreden skuamoz metaplazi izlenmistir. Hucrelerde uzama
ve genisleme, nukleusta piknotik degisiklikler, bazi olgularda akantozis ve

diskeratozis oldugu gortimustir .69
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Pterjium Klinigi

Pterjium ¢ogunlukla goziun i¢ tarafinda olugsan kozmetik degisiklik, yabanci
cisim hissi, kizariklik, lakrimasyon, tekrarlayan inflamasyon, yanma, gdrmede
bulaniklik ve azalma, fotofobi, kronik irritasyon gibi cesitli sikayetlere yol
agmaktadir.5%-72

Pterjium, kornea yatay ekseninde duzlesme ve buna bagli olarak kurala uygun
astigmatizma olusturmaktadir. 3

Olusan astigmatizma ve pterjiumun gérme aksina kadar uzamasi, gérmenin
azalmasina neden olmaktadir. Yapilan c¢alismalar, astigmatizma ile pterjium
blyUkligu arasinda iligki oldugunu gostermistir. 7476

Goérmede azalma sikayeti iki nedenden ortaya c¢ikar: Pterjiumun indikledigi
astigmatizma ve optik aksin kapanmasi. Bagin kornea Uzerinde ilerlemesi, kornea
kurvaturinde degisiklige neden olur. Bu degisiklik, hem statik hem dinamik guglerle
meydana gelir. Adezyonun oldugu insersiyo bolgesinden olusturulan vektor gug
sabittir.

Medial kantus yapilariyla guglli adezyon gosteren olgularda ise bazi bakis yonlerinde
ek traksiyonel kuvvetler ortaya cikar. Bu kuvvetler de glob hareketleriyle degisen
yogunlukta ortaya ¢ikan dinamik vektor giicler seklindedir. 77

Rekurren pterjiumlar, okuler hareket kisitlihgl yaratarak disa bakista diplopi,
semblefaron ve estetik kusur olusturabilmektedirler. Semblefaron olusumunun ve
disa bakista diplopi yapan glob restriksiyonunun nedeni, subkonjonktival
fibrovaskiler dokunun fornikslerdeki bag dokusu ve i¢ rektus kasinin kapsulu ile

kuvvetli adhezyonundandir. 7879

Klinik Siniflama

Pterjiumun uygulanan tedavi sonucunun degerlendiriimesinde, klinik
siniflamanin  énemli rolu vardir. Pterjiumun boyutu, vaskilarizasyonu, kornea
yuzeyine ilerleyisi, optik zon tutulumu ve komplikasyonlar, siniflamada géz 6niinde

tutulan klinik 6zelliklerdir. &°
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Tip 1: Klcuk primer pterjium:

Primer pterjiumun baslangi¢ duzeyindeki tipidir. Lezyon limbusta sinirlidir ya
da korneayr minimal invaze etmistir. Semptom yoktur ya da oldukga hafiftir ve
progresyonu yavastir. Morfolojik agidan Gg farkh sekilde izlenir:

Fibroz: Limbusa paralel, kiiglk, beyaz renkli, vaskilarizasyondan fakir fibroz
bir halka seklindedir. Beden kismi, saglikli konjonktiva tarafindan gevrelendiginden
acik olarak izlenemez. (Sekil 1).

Pinguekular: Limbus dizeyindedir ve bas kismi korneaya invazyon goéstermez,
beden kisminda medial kantlsten horizontal uzanim gosteren vaskuilarizasyon
mevcuttur; ancak ¢ogu kez cevredeki saglikli konjonktivadan ayirt etmek mumkun
olmaz.

Klasik: Pterjiumun tim bdolimleri izlenir. Apeksi korneayi yaklasik 1-2 mm

invaze etmigtir. (Sekil 2).

—

Sekil 1. Tip 1 fibréz pterjium 82 Sekil 2. Tip 1 klasik pterjium 8!

Tip 2: Optik zon tutulumu olmayan ileri primer veya niiks pterjium:

Pterjiumun tGm anatomik yapilari izlenir. Bag kismi yukselmis ve limbustan
yaklasik 2-4 mm ilerlemistir, optik zon aciktir. Beden kisminda dilate kapillerler

vaskiilarize bir band olustururlar. irritasyon ve gérmede azalma sikayetleri belirgindir.

(Sekil 3) ve (Sekil 4).
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ekil 3. Tip 2 primer pterjium 8! ekil 4. Tip 2 rekurren pterjium 8!
p

Tip 3: Optik zonu kapatan ileri primer veya niks pterjium:

Pterjiumun en ileri formudur. Apeksi korneada 4 mm’den fazla ilerler ve optik
zonu kapatir. Kornea kalinhiginin % 30’undan fazlasini invaze eder. Gérme kaybi
belirgindir.

Subkonjonktival fibr6z komponent, bazi hastalarda medial rektus kasi
tendonunu cevreleyen kapsule yapisiklik gdstererek abduiksiyon kisithligina ya da

fornikslere ulasarak semblefarona neden olabilir. (Sekil 5) ve (Sekil 6).

Sekil 5. Tip 3 primer pterjium. 8 Sekil 6. Tip 3 rekurren pterjium. 8

Pterjium cerrahisi icin endikasyonlar, arastirmacilar tarafindan sikga ilgilenilen
konulardan biridir. Operasyon karari verilirken, birgcok faktor g6z ©6ninde
bulundurulmalidir.8%apilan arastirmalara gore, hekimlerin en cok dikkate aldiklari
faktor, pterjjumun limbustan ne kadar ilerledigidir. Pterjium boyutu arttik¢a, sebep
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oldugu astigmatizma artacagindan ve optik aksi kapatacagindan gérmede azalma
sikayeti de artacaktir. Ayrica pterjium eksizyonu sonrasi korneada kalacak skar
dokusu gorme eksenine ne kadar yakin olursa, operasyon sonrasi kalacak
astigmatizma o kadar fazla olacaktir. Duzeltiimis gérme keskinliginin azalmasi,
cerrahi icin ikinci 6nemli faktor olmustur. Bazi arastirmacilar, hastanin takibi sirasinda
gorme keskinliginin  mutlaka Olclilmesi gerektigini ve gormede hastaligin
progresyonunu dusundurecek bir azalma tespit edildiginde cerrahi mudahalenin
planlanmasini 6ne stirmektedir .8-83

Pterjium lezyonlari yapilan ilk muayenede Tan ve ark. tarafindan gelistirilen
gradeleme sistemiyle de derecelendirilmektedir.84

Tip 1 : Atrofik.

Tip 2 : Minimal enflamasyon.

Tip 3 : Orta ciddi enflamasyon veya aktif buylime gdsterenler.

Tip 1°de lezyonlar kabarik degildir ve episkleral damarlar pterjiumun altinda
goOzlenebilir.

Tip 3’de lezyonlar kabariktir ve diiz horizontal vaskularizasyon gosterirler,
lezyonlar episkleral damarlari gizlerler.

Diger tim pterjium lezyonlari, tip 2 olarak siniflandiriimaktadir. 8

Pterjium Tedavisi

Yirminci ylzyihn ikinci yarisindan itibaren, pterjiumun gerek patogenezi
gerekse tedavisi konusunda literatire her gegen gun yeni bilgiler eklenmektedir.
D’Ombrain, 1948’de ciplak sklera teknigini; Haik,1957’de Stronsiyum 90 (Sr 90) ile
topikal beta terapiyi; Meacham, 1962'da antimitotik ajan kullanimini; Panzardi,
1964’da amniyon membrani kullanimini ve ilk defa Kenyon, 1985'de konjonktival
otogreft transplantasyon kullanimini 6nererek buglnkd tekniklerin temellerini

olusturmuslardir. &

Medikal yaklasim: Pterjium yaklasik 3000 yildir bilinmektedir. O yillardan
ginumuze kadar ¢ok cesitli tedavi yontemleri denenmis, mikrocerrahi yontemlerinin
ve ilaglarin ¢ok gelistigi gunumizde dahi tam olarak benimsenen bir yontem
bulunamamistir.86  Medikal tedavide; topikal nemlendiriciler, topikal histamin,

vazokonstruktor (nafazoline), hafif topikal sterodler (flormethalone 0.1% ) veya
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nonsteroid ntiinflamatuar damlalar, vaskuler injeksiyon ve irritasyon semptomlarinin
tedavisinde kullanilabilir. 87

Intraoperatif ve postoperatif Mitomisin C (MMC), pterjium rekirrensini 6nlemek
icin en yaygin olarak kullanilan medikal tedavidir. 5-florurasil ve Daunorubicin gibi
birkag diger ilag, medikal alternatif tedavide denenmistir. 5t

Postoperatif Mitomisin C igeren goz damlalarinin etkili oldugu gosterilmistir.
(ortalama 10 gun 4x1). Kullanilan konsantrasyonlar, % 0.005 ile % 0.04 arasinda
degisir.
En yaygin kullanilan konsantrasyon, % 0.02’dir. Bildirilen rekurrens oranlari, % O ile
%38 arasinda degigir .

Non-steroid  anti-enflamatuarlardan  6zellikle  indometazinin,  pterjium

enflamasyonunu baskilamada basarili oldugu belirtiimektedir. 3°

Lazer tedavisi: Pterjium tedavisinde yeni denenmeye baslanmis olan bu
teknikler, hentiz Klinik pratige ge¢mis durumda degildir ve uzun sureli takip

gerektirmektedirler.

Argon Laser fotokoagulasyon: Bu teknikte kicuk pterjiumlarda, argon
laserle olusturulan 1s1 ile bas ve gdvdedeki damarlarin fotokoagulasyonu ve
obliterasyonu, bunun sonucunda da lezyonun regresyonu amagclanmaktadir.3®
Literatlrde, bu teknikle yapilmis az sayidaki ¢alismalarda, basarili sonuglar alindigi

ifade edilmigtir.88:89

YAG lazer fotokoagiilasyon: ilk olarak, Tsubota’nin okuler dokulari
erbium: YAG lazer ile ablasyona ugratmasindan yola ¢ikilarak bu sistemin pterjium
cerrahisinde bir lazer bigagl seklinde kullanilabilecedini 6ne siren uygulamalar

olmustur. %% Ancak bu teknik, henliz pratikte kabul géormiis asamada degildir.

Excimer lazer fotoablasyon: Aslinda cerrahi tedaviye adjuvan olarak
uygulanan bir yontemdir. Amag, pterjiumun basl eksize edildikten sonra
fotokeratektomi yapmak suretiyle diiz, purtizsuz ve seffaf bir kornea elde etmektir. Bu
teknikle ilgili olarak farkh serilerde %4,5 ile %91 arasinda dedisen nuks oranlari

bildirilmektedir. 92.93
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Fotodinamik tedavi: Verteporfin inflizyonu sonrasi 689 nm dalga boylu lazer
uygulanan pterjium dokusundaki vaskuler yapilarda, fototromboz meydana geldigi
izlenmigstir. Bu teknikle kiglk ve orta boylu pterjiumlarda birkag seansta basari
saglanabildigi rapor edilmistir. Pterjium dokusunda LDL reseptor sayisinda artis tespit

edilmesi, fotodinamik tedavinin uygulanabilirligini akla getirmistir .94

Cerrahi Yaklagimlar: Pterjiumun tedavisi cerrahidir. En 0Onemli cerrahi
endikasyon, gérme kalitesinin bozulmasidir. Pterjium; dokunun gérme aksina dogru
ilerlemesi ve gelisen duzensiz astigmatizma ya da pre-korneal gozyas! tabakasinda
kirilma sonucunda gormeyi etkiler.

Cerrahiyi gerektiren diger sebepler ise; suni gdzyaslarina cevap vermeyen
rahatsizlik hissi, oktler motilitenin kisitlanmasi, kontakt lens kullanimindaki zorluklar,
refraktif cerrahi ve kozmetik sebeplerdir. Pterjium tedavisinde, bir¢cok farkh yontem
denenmigtir. Cerrahi tedavinin esas amaci; pterjiumu tam olarak eksize etmek, gérme

keskinligini artirmak ve rekirrensi engellemektir. 96-%8

Ciplak sklera teknigi: Pek cok otdr, gegcmiste pterjium eksize edildikten
sonra ¢iplak sklera yontemini dnermekteydi. Bulbar konjonktivaya kismi eksizyon
yaplilir, sklera agikta kalir, kendiliginden iyilesmeye birakilir. Tek basina ¢iplak sklera
eksizyonu igin rekdrrens oranlari, kabul edilemez sekilde ylUksektir. Literatirde %30

ile %88 arasinda degigir .99-103

Basit konjonktival kapama: Pterjium dokusu c¢ikarildiktan sonra
konjonktiva, yara dudaklar birbirine sitlre edilerek, basitce kapatilir. Bu teknikle ilgili
literatirde az sayida galisma mevcuttur ve niks oranlari en disuk % 2, en yuksek %

69 olarak rapor edilmigtir. 104105
Konjonktival flep kaydirma: Pterjium c¢ikarildiktan sonra olusan defekt,
superior veya inferior konjonktivadan hazirlanan flebin kaydirilmasiyla kapatilir. Bu

teknikle % 1,6 ve % 15 gibi diisiik niiks oranlari bildirilmigtir. 106:107

Konjonktival otogreft: Pterjium eksizyonu sonrasi acikta kalan sklera,

bulber konjonktivadan alinan serbest konjonktiva greftinin bu alana sutire edilmesi
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ya da fibrin doku yapistiricisi ile yapistirimasi suretiyle kapatilir. Literatlirde bu

yontem icin nliks oranlari en diislik % 2 ve en yiksek % 39 olarak bildirilmigtir. 9190

Limbal konjonktival otogreft: Eksizyon sonrasi olusan agikligin
ortilmesinde limbal dokuyu da icine alarak hazirlanan serbest konjonktiva grefti
kullanilir. Bu teknikle yapilan galismalarda niks oranlart % 0 ile % 40 arasinda

degismektedir .108-112

Amniyotik membran transplantasyonu: Pterjium alindiktan sonra acgiga
¢ikan sklera, amniyon membrani ile kapatilir. Bu teknikle ilgili yayinlara bakildiginda,

o

nuiks oranlar % 3,8 ile % 64 arasinda degistigi gorilmektedir.13-116

Lamellar keratoplasti: Ozellikle ileri evre pterjiumlarda, periferik korneada
derin ve genis bir keratektomiden sonra, incelmis olan dokunun tektonik olarak
guclendiriimesi ve limbusta mekanik bir bariyer olusturmak amaciyla
uygulanmaktadir. Pterjiumun eksize edildigi korneal kisim, trepanla lamellar olarak
cikarilir ve buraya donor korneasindan hazirlanmig lamellar korneal ya da
korneaskleral greft suture edilir. Pratik agidan uygulanabilirligi oldukca gugtir.
Yapilan az sayidaki ¢alismada % 6 ve % 30 gibi degisen niks oranlari bildirilmistir
.117,118

Kombine cerrahi: Yukarida sayilan cerrahi yontemlerin kombine olarak tek
seansta uygulanmasi da rekkurrensi azaltma yonundeki galismalar sonucu ortaya
cikmistir. Ornegin konjonktival ya da limbal konjonktival greft uygulamasiyla amniyon
membran transplantasyonu bir arada yapilabilir, hatta bu kombinasyonlara mitomisin

C gibi kemoadjuvan bir tedavi de eklenebilir .119:120

Destekleyici tedavi: Son yillarda, pterjium nukslerini azaltmak igin cerrahide
fibroblast aktivitesini uzun sure baskilama 6zelligine sahip, DNA sentezini engelleyen
alkilleyici bir ajan olan mitomisin C (MMC) kullanimi yayginlagmistir. 121,122

Gunudmuzde Mitomicin C uygulamasinin baslica 2 formu kullaniimaktadir:

1. Intraoperatif uygulama: Pterjium eksizyonundan sonra islatimis cerrahi
spong, direkt skleral yataga uygulanir. Cogu c¢alismalarda, intraoperatif Mitomicin C

konsantrasyonu % 0.01 ile % 0.04 arasinda degisir. En yaygin kullanilan dozaj, 3 dak
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sureyle 0.02’lik kullanimdir. 102123126 ntgoperatif Mitomicin C ile iligkili kullanim
rekurrens oranlari % 3 ile % 37.9 arasinda degisir.

2. Postoperatif uygulama: Mitomicin C damlalarinin etkili oldugu gdsterilmigtir.
Kullanilan konsantrasyonlar, % 0.005 ile % 0.04 arasinda degisir. En yaygin
kullanilan konsantrasyon, % 0.02°dir. Bunlar, genellikle 5 ile 14 gin arasinda degisen
uygulama suresinde ginde 4x1 olarak regete edilmigtir. Bildirilen rekurrens oranlari
% 0 ile % 38 arasinda degisir. 127-12°

Thiotepa (Triethylene thiophosphoramide):

Alkilleyici ajandir. 1/2000-1/5000 konsantrasyon arasinda postoperatif 2
gunden itibaren 3 saat ara ile 6-8 hafta kullanilmasi sonucu, nuks oranlarini
azalttigina dair ¢alismalar vardir. &’

Bu uygulamadan sonra gérulen niks oranlari en dusuk % 0, en yuksek % 28
olarak bildirilmigtir. 139131 Bu ajanla, sklera perforasyonuna kadar varabilen cok ciddi
komplikasyonlar da bildirilmigstir. 132

5-Florourasil: Pirimidin analogu olan bu antimetabolit, timidilat sentetazi inhibe
ederek fibroblast proliferasyonunu engeller. Pterjium alindiktan sonra genellikle 25
mg/ml’lik sollisyonda, slinger pargalarina emdirilir ve 3-5 dakika ciplak sklera
Uzerinde bekletilir. Literaturde, % 11 ve % 25 gibi degisen nuks oranlari rapor

edilmigtir.133.134

Radyoterapi: Radon, radium plaklari, Grenz isinlari, X-ray ve Beta radyasyon
kullanimi  denenmistir.®8 Pterjium tedavisinde kullanilan radyoaktif maddeler
Rhutenium 106 ve Sr 90’dir. Radyoaktif madde; 1000—7000 Gy doz araliginda, tek
doz veya ayri ayri dozajlar seklinde uygulanmaktadir. Literatirlerde, rekurrens
oranlari % 0 ile % 50 arasindadir. Beta radyoterapinin dizenlenmesinin zorlugu ve
skleral nekroz, enfeksiyoz sklerit, korneal perforasyon ve endoftalmi gibi gormeyi
tehdit eden ciddi uzun dénem komplikasyon riski nedeniyle daha az siklikla kullanilan

bir iglemdir, 117135138,

MikroRNA Olusumu

Kicuk ve protein kodlamayan RNA tird olan miRNA’lar, RNA polimeraz Il (pol
II) tarafindan sentezlenmektedir. Son ¢aligsmalar ile birgok farkli miRNA lokusunda
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RNA polimeraz IlI (pol Ill) ile iligkili tekrar dizilerinin gosteriimesi pol 11I'in de miRNA
transkripsiyonunda o6nemli yeri oldugunu gostermistir.'*® MikroRNA’larin sentezi
DNA'dan RNA pol enzimi araciligiyla oncu miRNA (pri-miRNA) sentezlenmesiyle
baglar. Sa¢ tokasi seklinde olusan pri-miRNA nikleusta bulunan bir RNaz olan
Drosha ve RNA baglanma noktasi bulunan bir protein DGCR8/Pahsa’dan olusan
mikroiglemci komplekse baglanir ve 60 ile 70 nukleotidlik pargalar haline getirilerek
pre-miRNA haline dondstaralir. 13%-148 Bir niikleer tagsima reseptori olan Exportin 5 ve
niklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimh bir sekilde pre-miRNA molekuli
sitoplazmaya tasinir. 149 RNAaz Il enzimi ailesinden bir endoniikleaz olan Dicer, TAR
RNA baglayan protein (TRBP) veya Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) aktive eden
protein (PACT) ile etkilesimde bulunurak sitoplazmada pre-miRNA’lI pargalayarak gift
zincirli, 18-24 nikleotid uzunlugunda miRNA dubleksine donistirirler. 150 Dicerin
diger fonksiyonu da RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA indiiklenmis
Baskilayici Kompleksi; RISC) olusumununda kilit rolli olmasidir. ! Pre-miRNA'nin
sapli, ilmikli yapisi dicer tarafindan kesildikten sonra miRNA dubleksinden sadece bir
tanesi RNA ile tetiklenmis susturma kompleksine katilir. RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksinin ihtiva ettigi RNAaz olan Argonaute’un yardimi ile bu iki iplikten 5’ ucu
daha kararl olani secilip komplekse katilir.Bu komplekse dahil olan yapi kilavuz iplik
(guide iplik) olarak isimlendirilir. Diger kilavuz olmayan ve yolcu iplik olarak
adlandirilan iplik RISC kompleksi tarafindan sindirilir. miRNA’lar aktif RISC
kompleksine katildiktan sonra, ya Argonaute proteinleri araciligiyla mRNA’nin

yikimina ya da protein translasyonunun engellenmesine neden olurlar. 152

MikroRNA Fonksiyonlari

miRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin
dizenlenmesine katilirlar ve kendi nukleotid dizilerini tamamlayici hedef genleri
tanima 6zelligine de sahiptirler. Kendi nukleotid dizilerine komplementer hedef genleri
tanima 6zelligine sahip miRNA’lar, RISC ile kompleks olusturup baz ciftlesme 6zelligi
ile. mRNA’ya baglandiktan sonra protein translasyonunun inhibisyonuna ya da

mRNA’nin yikimina sebep olur.**miRNA’larin herbirinin birden fazla mRNA’nin
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ekspresyonunu dizenleyebildigi ve mRNA’larin herbirinin de birden fazla miRNA

tarafindan hedeflenebildigi belirlenmigtir .14

MikroRNA, hedef mMRNA"nin ORF (open reading frame-agik okuma gergevesi)
bolgesine veya hedef mRNA"nin 3'UTR bdlgesine baglanir ve baglanma pozisyonu
miRNA kompleksinin  mRNA"ya nasil komplementer olduguna bagh olarak
degigkenlik gosterir. 3'UTR bolgesine tam olarak baglanmayan, kusurlu, eksik
komplementerlik gosterir ve translasyonun baskilanmasi ile sona ererken ORF
bdlgesi icine baglanmasi kusursuz olan tam komplementerligi gosterir ve mRNA"nin
Argonaute 2(Ago2) tarafindan yikimi ile sonuglanir.'>* Ayni zamanda, her bir
mMiRNA’'nin birden fazla mRNA’'nin ekspresyonunu duzenleyebildigi ve her bir

mRNA’nin da birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi goriiimektedir. 154

MiRNA ve Goz

miRNA’larin kanser, kardiyovaskuler hastaliklar ve g6z hastaliklarinda yeni
terapotik ajanlar olabilecegi dustiniimektedir. 1> miRNA’larin géziin gelismesinde ve
farklilasmasinda rol aldigi c¢esitli calismalarda goOsterilmistir.’>-158Karali ve
arkadaslan farelerde  miRNA-9,-29c, -124a, -181a, -182, -184, -204'Un (0z
gelisiminde etkili oldugunu ve miRNA-184’UGn lens ve korneada, digerlerinin ise
retinada eksprese oldugunu gostermiglerdir. 1°¢ Ryan ve arkadagslar fare
kornealarinda 31 cesit miRNA’ nin eksprese oldugunu rapor etmislerdir. Bunlardan
MiRNA-184 lens,kornea ve retinada,miRNA-182,-183,-205'in kornea ve limbusta

eksprese oldugunu gostermislerdir.157

Anjiogenez ve miRNA

Wu ve arkadaglari endotel fonksiyonu ve angiogenez ile ilgili yaptiklari
calismada miRNA-126'nin anjiogenezi aktive ettigini, miIRNA-221'in ise inhibe ettigini
gostermislerdir.®
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GEREC VE YONTEMLER

Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun
20.08.2015 tarihli, 2015-254 numarali onayi ile yapilan bu klinik ¢galigmaya Mersin
Universitesi Tip Fakiltesi Géz Hastaliklari Anabilim Dali Poliklinigine Ocak 2014-
Ocak 2016 tarihleri arasinda basvuran daha o6nce tedavi almamis, yeni primer
pterjlum tanisi alan 14’0 erkek, 10’'u kadin olmak Uzere toplam 24 hasta galismaya
dahil edilmistir. Kontrol grubu 9u erkek, 15 kadin olmak Uzere 24 pterjilum
saptanmayan katarakt hastasindan olusmustur. Hastalara tam oftalmolojik
muayenenin yani sira detayl bir fundus muaynesi uygulanmistir. Primer pterjium
tanisi konan, sistemik problemi olmayan(diyabet,hipertansiyon v.b.) ve daha once
tedavi almamig 35-80 yas grubundaki hastalar ¢alisma kapsamina alinmigtir.Kontrol
grubundaki bireyler sistemik problemi olmayan ve daha o©nce okuler cerrahi

gecirmemis 35-80 yas grubundaki kigilerden secilmigtir.

Doku Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi:

Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Gz Hastaliklari
Ana Bilim Dalina basvuran ve pterjium tanisi konulan 24 hasta (hasta grubu) ve
katarakt tanisi konulan 24 kisi (kontrol grubu) olmak tzere toplam 48 birey calismaya
dahil edilmigtir.Bu bireylerden miRNA analizi i¢cin cerrahi olarak eksize edilmis
pterjlum (hasta grubu) ve saglikh konjonktiva (kontrol grubu) doku drnekleri RNA
LATER'h taplere alinmistir. Doku ornegi alindiktan sonra en az 5 kez yavascga alt-Ust
edilerek karistirilmis ve alinan Ornekler oda sicakliginda 2 saatten daha uzun

bekletiimeden -80°C’lik derin dondurucuda saklanmistir.
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miRNA EKSPRESYON PROFILLEMESi:

MiRNA ekstraksiyonu:

-80°C’lik derin dondurucuda saklanan plazmalardan miRNA ekstraksiyonu,
MIiRNA izolasyon kiti (High Pure miRNA Isolation Kit-Roche Diagnostics, Manheim,
Germany) kullanilarak Uretici firmanin talimatlarina gore gercgeklestirilmigtir. Her bir
plazma érneginden elde edilen total miRNA’nin konsantrasyonu “NanoDrop 2000
Spektrofotometre” (Thermoscientific, USA) cihazi ile dl¢liimustir.. Bu miRNA’lar daha

ileri calismalar yapilincaya kadar yine -80°C’deki derin dondurucuda saklanmistir.

izole edilen miRNA’lar Reverse Transcription kit (Fluidigm, USA) ile cDNA'ya
donusturdlmustar ve analiz ginine kadar -20°C’de saklanmistir. cDNA'lar Arrayler
uzerinde hedef miRNA'lar igin ylksek kapasiteli Real-Time PCR sistemi (Fluidigm,

Biomark, USA) kullanilarak analiz edilmigtir.

cDNA eldesi, Preamplifikasyon ve RT-PCR ile miRNA analizi

cDNA Hazirlanmasi:

Asagidaki karigim hazirlanmigtir. Bu karigim 96 6rnegin cDNA reaksiyonu igin

yeterlidir. (ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir)
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RT Buffer 168 L

RT Primer Mix 84 uL
DNase, RNase-free su 84 uL
RT Enzyme 84 uL
TOPLAM 420 uL

Bu karisim bir 8li strip tipun tum kuyularina 51 er pl olarak transfer edilmistir.
Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3.5’er ul alinarak temiz bir 96’lik Plate’in tum
kuyularina pipetlenmigtir.

RNA ornekleri de her kuyuya, yukarida transferi yapilan karisimlarin tzerine
3.5’er yl olmak Uzere pipetlenmigtir. Plate film ile kaplanip, plate karistiricida 2000
rom de 3 dakika kanigtirilmigtir. Vorteks ile 2 saniye karistirilip, 4-5 saniye ara verilip
bir kez daha vorteks ile 2 saniye karistiriimistir. Plate santrifij de 1 dakika santrifdjj

edilip ve Plate Thermal Cycler’a konularak asagidaki program cahstiriimistir.

37°C 60 dakika

95°C 5 dakika

4°C «©

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklenmigtir.
(deney bitiminde ylzeyi sicak olabilir) Plate santriflj de 1 dakika santrif(ij edilmigtir.
Bir plate tasiyici Uzerine konulmustur. (plate’in kaymamasi ve kipirdamamasi igin
gereklidir). Film acilmistir. Bir rezervuara 5 mL kadar DNase, RNase-free su
konulmustur. Plate’in her kuyusuna 28 ul bu sudan eklenmistir. Yeni bir film ile plate

kaplanip, plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika karigtirlimigtir. Vorteks ile 2 saniye
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kanistinllip, 4-5 saniye ara verilip bir kez daha vorteks ile 2 saniye karistirlimigtir.
Plate el ile alt Ust edilerek (bir ka¢ kez) karistirilmistir. Plate santrifij de 1 dakika

santriftj edilmistir.

Preamplifikasyon Hazirlanmasi:

Asagidaki karisim hazirlanmistir. Bu karisim 96 oOrnegin Preamplifikasyon

reaksiyonu icin yeterlidir (ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir)

PreAMP Buffer 230 uL
PreAmp Master Mix 92 uL
PreAMP Primer Mix 230 uL
DNase, RNase-free su 322 uL
PreAMP Universal Primer 46 pL
TOPLAM 920 pL

Bu karisim bir 8li strip tipun tim kuyularina 113 er yl olarak transfer edilmistir.
Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 8 er pl alinarak temiz bir 96’lik Plate’in tum
kuyularina pipetlenmisgtir.

Bir dnceki asamada sulandiriimis olan cDNA 6rneklerinden her kuyuya 2 ser
Ml olmak Uzere pipetlenmigstir. Plate, film ile kaplanip, plate karistiricida 2000 rpm’de
3 dakika kangtinimigtir. Vorteks ile 2 saniye karistinimistir. Plate santrifijinde 1
dakika santrifij edilip ve Plate Thermal Cyclera konularak asagidaki program

cahstirimistir.
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95°C 15 dakika

94°C 30 saniye

60°C 3 dakika 12 dongu

4°C oo

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakhgina gelmesi beklenmistir
(deney bitiminde ylzeyi sicak olabilir). Plate santrifijde 1 dakika santrifij edilmistir.
Bir mikrosantriftij tuptnde, 52 pl Exonuclease | ve 78 pl DNA suspension buffer
(Teknova) pipetaj yapilarak karistirilmistir.. Bir adet 8li strip tlp alinarak tum
kuyulara bu karisimdan 16’sar pl pipetlenmistir. (bu strip tlp kapatilarak derin
dondurucuda saklanip bir sonraki deneyde kullanilabilir) PreAmp plate’inin filmi
acilmigtir. Her kuyuya 1.0 ul bu karisimdan pipetlenmigtir. Plate yeni bir film ile
kapatilir, plate karistiricida 2000 rom’de 3 dakika karistiriimistir. Vortex ile 2 saniye
kanstinimistir (bu karistirma 2 kez daha her defasinda 4-5 saniye ara vererek

tekrarlanir). Plate santrifij de 1 dakika santrifij edilmigtir.

Plate Thermal Cycler'a konularak asagidaki program calistiriimistir.

37°C 15 dakika

95°C 5 dakika

4°C
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Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklenmigtir.
(deney bitiminde ylUzeyi sicak olabilir).Plate santrifijde 1 dakika santrifij edilmigtir.
Film aciimistir. Her kuyuya 39.2 yl DNase, RNase free su eklenmistir. Yeni bir film ile
plate kapatilip, plate karistiricida 2000 rpm’de 3 dakika karistirilmistir. Vortex ile 2
saniye karistiriimistir. (bu karistirma 2 kez daha her defasinda 4-5 saniye ara vererek
tekrarlanir) Plate el ile alt Ust edilerek (bir kag kez) karistirlmigtir. Plate santrifijde 1

dakika santriftj edilmistir.

Dynamic Array Hazirlanmasi:

Bu asama da 6 ayri adim vardir;

1. Dynamic Array’in hazirlanmasi (PRIME edilmesi),
2. Test Plate’inin hazirlanmasi,

3. Orneklerin hazirlanmasi,

4. Dynamic Array’e pipetlemelerin yapilmasi,

5. Dynamic Array’in IFC Controller'a yliklenmesi,

6. Dynamic Array’in BioMark’'da ¢alisiimasi.

1.Dynamic Array’in Hazirlanmasi:

Bir adet Dynamic Array’e kontrol sivilari enjekte edilir ve Dynamic Array IFC
Controller'a yuklenerek Dynamic Array cipleri kullanima hazir hale getirilmistir. Bu

islem tam 20 dakika sirmustir. islem devam ederken asagdidaki asamaya gecilmistir.
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2. Test Plate’inin Hazirlanmasi:

Asagidaki karisim hazirlanmistir. Bu karisim bir adet Test Plate’i igin yeterlidir

(ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmigtir.)

PCR Universal Primer 180 pL

2x Assay Loading Reagent (Fluidigm, cat. no. PN 360 uL
360 pL 85000736)

RNase-free water 180 uL

TOPLAM 720 pL

Bu karigim bir 8li strip tipun tum kuyularina 88’er pul olarak transfer edilmistir.
Test plate’i paketinden cikarilip ve bir plate tasiyici Uzerine konulmustur. (plate’in
kaymamasi ve kipirdamamasi icin gereklidir) 8’li strip tipten 6’sar yl alinarak test
Plate’inin tim kuyularina pipetlenmistir.

Test Plate’i film ile kaplanmistir. Plate karistiricida 10 saniye vortekslenmisgtir.
Bu islem 3 kez her defasinda 4-5 saniye ara verilerek tekrarlanmistir. Plate

santrifijde 2 dakika santriftij edilmistir.

3. Orneklerin Hazirlanmast:

Asagidaki karisim hazirlanmistir. Bu karisim bir set (96 6rnek) igin yeterlidir

(ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir).
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gPCR Master Mix 360 pL
20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 36 pL
(Fluidigm, PN 100-3738)

RNase-free water 84 uL

TOPLAM 480 pL

Bu karisim bir piko plate’in ilk kolonunun 8 kuyusuna (1’er atlayarak) 58’er pl
olarak transfer edilmistir. Bu karisimdan 4’er ul temiz bir 96’11k plate’in tim kuyularina
pipetlenmistir. Sulandiriimig olan PreAmplifiye Urunlerin Gzerindeki film aciimistir. Her
bir PreAmplifiye drnekten 2’ser ul bu plate’ e transfer edilmistir. Plate yeni bir film ile
kaplanmigtir. Plate, plate karistiricida 2000 rpm’de 3 dakika karistirilmistir. Vortex ile
2 saniye karistinlmistir (bu karistirma 2 kez daha her defasinda 4-5 saniye ara
vererek tekrarlanir). Plate el ile alt Ust edilerek (bir kag kez) karistirimigtir. Plate

santrifijde 1 dakika santriftij edilmigtir.

4. Dynamic Array’e Pipetlemelerin Yapilmasi:

Test pipetlemeleri igin Viaflo Voyager (12.5 ul) de su program yapilmistir.
Aspirate 4.75 pl, Dispense 4.50 pl. Tum kuyularda ki testler bu sekilde Dynamic
Array’e transfer edilmistir.

Ornek pipetlemeleri icin Viaflo Voyager (12.5 pl) de test icin yapilan program
kullaniimigtir.  Tum kuyulardaki 6rnekler bu sekilde Dynamic Array’e transfer

edilmistir.

5. IFC Controller’a Dynamic Array’in Yiuklenmesi:

Dynamic Array IFC Controller'a yerlestiriimistir ve LOAD Secenegi segilerek
yukleme islemi baslatilmistir. Bu islemi baslattiktan sonra BioMark Data Collection
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yazilimi baslatiimistir ve “Double Click to Turn Lamp On” kismina cift tiklanarak

BioMark’in lambasi ¢alistirlmigtir. Lambanin isinmasi 20 dakika surmustar.

6.Dynamic Array’in RT-PCR cihazinda (BioMark) ¢aligiimasi:

Dynamic Array IFC Controllerdan alinir. Dynamic Array altindaki mavi filmin
uzaklastirildigindan emin olunmustur. Dynamic Array yuzeyinin temiz olup olmadigi
kontrol edilmigtir. Dynamic Array BioMark’a barkod kismi disari bakacak sekilde
yerlestirilmigtir.

BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic Array calistiriimistir.
Verilerin kaydedilecegi yer ve Dosya adi secildikten sonra diger sayfa da. “Gene
Expression” segcilmigtir. Passive Reference Dye olarak “ROX” segilmistir. “Probe
Type” kisminda “EvaGreen” segilmistir.

Sonraki ekranda Prokoller arasindan “miRNA EvaGreen Protocol” secilmis ve

program baslatiimigtir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Surekli 6lgimlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmis ve
normal dagihm gosterdigi belirlenmigtir. Hasta ve kontrol grublari arasinda ortalama
yas ve cinsiyet agisindan olasi farkliliklari tesbit etmek icin sirasiyla Student t testi ve
Pearson kikare testinden vyararlanilmistir. Istatistik anlamhlik olarak p<0.05
alinmistirmiRNA  ekspresyon verilerinin  karsilagtirlmasi  gruplar arasi gen
ekspresyonu seviyesindeki kat olarak artis/azalis seklinde ifade edilmistir. miRNA’da
gruplar karsilastirmak icin Basic Student T testinden vyararlaniimigtir.Verilerin
analizinde kullanilan Basic Student T testinde anlamhlik dizeyi p<0.05 olarak
incelendi.Normalizasyon i¢cin miRNA c¢aligmalarinda tercih edilen global ortalama

normalizasyonu kullanildr.
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BULGULAR

Calismaya 24 hasta (%50) ve 24 kontrol (% 50) olmak Uzere toplam 48 Kisi
alinmigtir.Hasta grubuna 14 erkek (%58), 10 kadin (%42), kontrol grubuna 9 erkek
(%38), 15 kadin (%62) dahil edildi. Hasta grubun yas ortalamasi 61.75+12,28 vyil,
kontrol gurubunun yas ortalamasi 62.96 £9.85 yil olarak bulundu. Kontrol ve hasta
gruplari arasinda cinsiyet ve yas agisindan istatiksel olarak anlaml fark bulunmadi.P

degerleri sirasiyla 0,248 ve 0,709 olarak saptandi.

Tablo 1:Hasta ve kontrol grubu arasindaki cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Hasta Grubu | Kontrol Grubu p Degeri
Kadin 10 (%41.7) 15 (%62.5)
Erkek 14 (%58.3) 9 (%37.5) P=0.248
TOPLAM 24 (%100,0) 24 (%100,0)

Tablo 2:Hasta ve kontrol grubu ortalama yaslari

Grup Sayi Ortalama Standart p Degeri
Sapma
Kontrol Grubu 24 62.96 9.858
Yas
P=0.709
Ortalamasi
Hasta Grubu 24 61.75 12.284
Yas
Ortalamasi

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan pterjium ve konjonktiva doku 6rneklerinde
toplam 6 miRNA (126-182-183-184-205-221)analizi yapildi.
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Hasta grubundaki bireylerin hepsine pterjium eksizyonu yapildi ve cerrahi alan

konjonktival limbal otogreft ile kapatildi.

Kontrol grubunda katarakt cerrahisinin bitiminde tst bulber konjonktivadan doku

ornegi alindi.
Tablo 3: Hasta ve kontrol gruplarinda konjonktiva dokusu miRNA
ekspresyonlarinin karsilastiriimasi.
Standard Standard
AVG Delta(Ct) | AVG Delta(Ct) Sapma Sapma
Kontrol Grubu | Hasta Grubu |Kontrol Grubu | Hasta Grubu
hsa-miR-205-5p 0,560063 1,627907 0,527752 0,392692
hsa-miR-126-3p -0,560063 -1,627907 0,527752 0,392692
hsa-miR-182-5p 4,426898 2,297558 1,049066 0,848375
hsa-miR-183-5p 5,268197 3,211962 1,221359 0,765
hsa-miR-184 4,494587 2,90838 1,229917 1,001604
hsa-miR-221-3p 2,65611 3,155257 0,755027 0,732124

Tablo 4:

olan miRNA'lar

Hasta grubunda kontrol grubuna gére anlaml diizeyde eksprese

p-degeri (kontrol
grubuna gore)

Hasta Grubu

hsa-miR-182-5p 0,000006
hsa-miR-183-5p 0,010566
hsa-miR-184 0,010225
hsa-miR-221-3p 0,027082
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hsa-miR-182- hsa-miR-183-

hsa-miR-184

-1 5p 5p

B Kontrol Grup

MW Hasta Grup

Sekil 7 : Hasta grubunda anlaml olarak eksprese olan miRNA ve ekspresyon

oranlarinin grafiksel ifadesi
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TARTISMA

Pterjiyum, patogenezinde 6zellikle UV-B isinlarina maruziyet sonucu p53 gen
degisikligi ile olugan, korneaskleral limbal kok hucre yetmezligi ile ilgili sik gorulen bir
okuler ylizey hastaligidirt.

Pterjium patogenezinde VEGF-A'nin da onemli bir roli vardir. Normal
konjonktival hucreler ile karsilastirildiginda pterjium doku drneklerinde daha yuksek
VEGF-A ve mesajci RNA (mRNA) dizeyleri gézlemlenmistir. Bu durum da pterjium
dokularinin prolifere olma egilimini agiklar ve VEGF - A'nin kayda deger terapotik

hedef olabilecegine isaret eder.1%°

Ryan ve arkadaslari fare kornealarinda 31 c¢esit miRNA’ nin eksprese
oldugunu rapor etmislerdir. Bunlardan miRNA-184'Un lens,kornea ve
retinada,miRNA-182,-183,-205'in de kornea ve limbusta eksprese oldugunu
gostermislerdir.’® Biz de calismamizda pterjum gelisiminde etkin rol
oynayabileceg@ini dusundigimuz kiguk genetik materyal olan miRNA’lara
odaklandik. Bdylece pterjium patogenezi, erken tani ve tedavisine farkli bir bakis
acisi getirmeyi amacladik.

MiRNA molekdullerinin fonksiyonlari arasinda metabolik regulasyon, hafiza ve
sinaptik gelisim, anjiogenez, gen ekspresyonunun duzenlenmesi, tUumorogenez,
farklilasma ve blyume kontroli yer almaktadir. Bu molekuller hicrelerin normal
fonksiyonlarinda gorev aldiklari igcin meydana gelen miRNA kusurlarinda cesitli
hastaliklar ortaya cikmaktadir. Kardiyovaskuler hastaliklar, inflamatuar hastaliklar,
infeksiyonlar, gelisimsel bozukluklar, kas bozukluklari, nérodejeneratif hastaliklar ve
kanser ile iligkileri ortaya konulmustur.1®°Bu iligkilerden dolayi 6zellikle neoplastik ve
anjiogenezis ile giden hastaliklarda miRNA’lari hedefleyen tedavi yaklasimlari
arastirlmaya baslanmistir.

Literatire bakildiginda miRNA ile pterjium arasindaki iligkiyi aragstiran
calismalar mevcuttur.

Ke-Hung Chien ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada pterjium ciddiyeti
arttikga miRNA-145 seviyelerinin azaldigi gosterilmistir. Ayni galismada pterjium
genisligi ile miRNA-145 seviyeleri arasinda negatif korelasyon tesbit edilmigtir.16*

Wanwen Lan ve arkadaslarinin yapmis oldugu caligsmada ise miRNA-215

seviyesinin pterjium dokusunda, saglikli konjoktival dokulara gore 2 kat daha az
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oldugu tesbit edilmigtir. Ayni calismada miRNA -215, primer pterjium fibroblast hiicre
kaltariine eklendiginde hiicre proliferasyonunda azalma tesbit edilmistir.162

Pterjium gelisiminde; kuru, sicak bir iklimde yasamak ve ultraviyole
radyasyona maruz kalmak gibi cogu cevresel olan risk faktorleri mevcuttur.63

Konjonktival epitel ve subkonjonktival bagd dokulardan olusan ptejiumlar;
bowman katmani bozulmasi, elastoz, epitelyal-mezenkimal gecis ve inflamatuar
neovaskdler fibroblastik stroma varligi ile karakterize edilir.164

Pterjium olusumunda hem hucresel proliferasyon hem de apoptozisin artigi
onemli rol oynar.'®*Bunlar sipheli premalignite isaretleridir.Aslinda pterjium
dokularinin, premalign dokularla birka¢g ortak 6zelligi vardir.Bunlar epitelyal
proliferasyon, goblet hiicre hiperplazisi, anjiogenez, inflamasyon ve elastoz gibi
ozelliklerdir,164.167

Buna bagli olarak, pterjiuma yonelik tedavi geligtirme c¢abalari, buyumeyi
biyomolekiler modulasyondan vyararlanarak durdurmaya®®® ve anjiyogenez ile
neovaskiilarizasyonu durdurmaya odaklanmistir.169

Mevcut calismamizda okiler pterjium dokulari ile saglikli konjonktiva dokulari
arasinda miRNA -126, miRNA-182, miRNA-183, miRNA-184, miRNA-205 ve miRNA-
221'in ekspresyon oranlarini karsilastirdik. miRNA-182, miRNA-183, miRNA-184'te
hasta grubunda kontrol grubuna gére anlamli oranda artis tesbit ettik. miRNA-221'de
ise hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli miktarda azalma tesbit ettik.
MiRNA-126 hasta grubunda kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat fazla eksprese
olmasina ragmen, istatistiksel olarak 2 grup arasinda anlamli iligski yoktu. miRNA-205
ise hasta grubunda kontrol grubuna gore yaklagik 2 kat daha az eksprese olmasina
ragmen 2 grup arasinda istatistiksel agidan anlaml fark tesbit edilemedi.

Lee ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada pterjium dokusunda vaskuler
endotelyal biytme faktori (VEGF) ekspresyonu gosterilmistir.®

Wu ve ark. endotel hucrelerinde yaptigi ¢alismada miRNA'lari anjiogenezi
aktive ve inhibe edenler olarak ayirmislardi.® Anjiogenezi aktive edenleri; miRNA-
126, miRNA-17-92, miRNA- 7b.f, miRNA-27b, miRNA-130a, miRNA-210, miRNA-
378, mMiRNA-296 olarak tesbit ettiler. Anjiogenezi inhibe edenleri; miRNA-15b,
MiRNA-16, miRNA-20, miRNA-221, miRNA-222 ve miRNA-328 olarak tesbit
ettiler.Bizim calismamizda da miRNA-221 ekspresyonunu hasta grubunda kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli miktarda azalmis tesbit ettik. Ayrica miRNA-

45



126 ekspresyonunu hasta grubunda kontrol grubuna goére 2 kat artmis olarak tesbit
etmemize ragmen 2 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki yoktu.Bu bulgular
Wu ve arkadaslarinin galismasini destekler niteliktedir.

Yin G.R. ve arkadaslari miRNA-184 ile osteosarkom hicre kdilttrlerinde
yapmis olduklari galismada kontrol grubuna goére; miRNA-184 mimic eklenen grupta
hiicre proliferasyonunu ve hiicre invazyonunu anlamli dizeyde artmig olarak tesbit
etmisler.Yine ayni calismada miRNA-184 inhibitér eklenen grupta hicre
proliferasyonu ve invazyonunun kontrol grubuna goére anlamli dizeyde azaldigini
tesbit etmisler.2’°Bizim calismamizda da Yin ve arkadaslarinin galismasi ile uyumlu
olacak sekilde miRNA-184 ekspresyonu hasta grubunda artmis olarak tesbit edildi.

Li He ve arkadaslari yapmis olduklari ¢aligmada normal pankreas duktal
hicre kultart(kontrol grubu), pankreas duktal adenokarsinom hicre kaltura ve
MiRNA-184 inhibitori eklenmis pankreas duktal adenokarsinom hucre kuiltarinde
MiRNA-184 ekspresyon seviyeleri, hicre proliferasyon ve invazyon dizeylerini
karsilastirmiglar.Bu c¢alismada miRNA-184 ekspresyon dizeyi; pankreas duktal
adenokarsinom hicre kaltird grubunda kontrol grubuna goére anlamli oranda artmig
olarak tesbit edilmis. miRNA-184 inhibitéru eklenen grupta hicre proliferasyon ve
invazyon yeteneklerinin, pankreas duktal adenokarsinom hucre kultir grubuna gére
anlamli oranda azaldigi tesbit edilmis. Yine bu calismada miRNA-184 inhibitori
eklenen grupta proapoptotik protein kaspaz-3 ekspresyonunda artma tesbit
edilmis.'’* Biz de galismamizda Li He ve arkadaslarinin gcalismasina benzer sekilde
MiRNA-184 ekspresyonunun hasta grubunda kontol grubuna goére anlamli diizeyde
artmis oldugunu tesbit ettik.

Bian D.L. ve arkadaslari yapmis olduklari ¢alismada osteosarkomlu hicrelerde
MiRNA-182 ekspresyonunda artis tesbit etmiglerdir.Yine bu ¢alismada miRNA-182
ekspresyonundaki artisin  apoptozisi indukledigini, hucre canlihgini, hucre
proliferasyonunu, hicre migrasyon ve invazyon yetenegdini de inhibe ettigini tesbit
etmiglerdir.172

Song C. ve ark.'larinin yapmis olduklari ¢alismada miRNA-183/182/96 kime
ekspresyonunun meme kanserli olgularda artmis oldugu tesbit edilmistir. Ayrica bu
calismada miRNA-183/182/96 kime ekspresyonunun artisl; lokal nuks, metastaz ve
kot prognozla iligkilendirilmistir.1”3Yapmis oldugumuz calismada daha o©nceki

calismalari destekler sekilde mi-RNA 182 ve 183 ekspresyonunun hasta grubunda
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kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat arttigi tesbit edildi ve bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulundu.

Miao F. ve ark.'larinin yapmis olduklari ¢alismada pankreas adenokarsinomlu
olgularda miRNA-183-5p ekspresyonunun anlaml dizeyde arttigi tesbit edilmistir.Bu
calismada miRNA-183-5p inhibitoru eklendiginde pankreas adenokanserli dokularda
hiicre proliferasyonunun azaldi§i tesbit edilmistir.2’*Benzer sekilde bizim
calismamizda da miRNA-183 ekspresyonu pterjlum doku orneklerinde saglikh
konjoktiva doku orneklerine gore anlamli duzeyde arttigi gosterilmistir.

Li P. ve arkadaslari kolorektal kanserlerde miRNA-205 ekspresyonunun
azaldigini gostermiglerdir. Bu c¢alismada mIiRNA-205 ekspresyonundaki artisin
kolorektal kanser hucrelerinin proliferasyon, migrasyon ve invazyon yeteneklerini
azalttig1 gosterilmistir. Ayrica miRNA-205 seviyesi ile cAMP responsing element
binding protein 1(CREB-1)seviyesi arasinda negatif kolerasyon oldugu belirtilmistir.1">
Guohui N. ve arkdaslari nazofarenks kanserli dokularda miRNA-205 ekspresyonunun
arttigini gostermiglerdir. Ayrica miRNA- 205 ekspresyonundaki artisin nazofarenks
kanser hicrelerinin proliferasyon , migrasyon ve invazyon yeteneklerini arttigini tesbit
etmislerdir.t’6Bizim calismamizda ise hasta grubunda kontrol grubuna gére miRNA-
205 ekspresyonunda yaklasik 2 kat azalma tesbit ettik.( 2 grup arasinda miRNA-205
ekspresyonu acisindan anlamli istatistiksel fark yoktu.)

Bu sonug Li P. ve arkadaslarinin galismasiyla uyumlu bulunurken Guohui ve

arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alisma ile uyumsuz bulundu.
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SONUG VE ONERILER

Hasta ile kontrol grubu arasinda belirli miRNA’larin ekspresyon dizeylerinin
karsilastirimasinda; kontrol grubuna gére hasta grubunda miRNA-182-5p, miRNA-
183-5p, mMIiRNA-184 ekspresyonunda anlamli dizeyde artma, miRNA-221-3p
ekspresyonunda ise anlamli dizeyde azalma tespit ettik. Hasta grubunda kontrol
grubuna gore miRNA-126-3p ekspresyonunda artma ve miRNA-205-5p
ekspresyonunda azalma tesbit etmemize ragmen, bu bulgular istatistiksel acgidan

anlamli degildi.

Bununla birlikte miRNA’larin pterjium patogenezi ile iligkileri su ana kadar net
bir sekilde ortaya konmamis ve yapilan ¢calisma sayilari sinirh kalmistir.Bu ytzden
pterjium patogenezinde rol alan ancak etkinlikleri hentz ortaya konmamis molekuller
olabilir.Yaptigimiz galismadan yola ¢ikarak yeni gok merkezli galismalar yapilabilir ve

pterjium tani ve tedavisi ile ilgili yeni yontemler geligtirilebilir.

Gelecekte, pterjium gelisimi agisindan genetik ve cevresel risk faktorlerinin
etkisi altinda olan kisilere, hastalik gelisiminde rol oynadigi gosterilen miRNA'lara

yonelik girisimler ile pterjium gelisimi ve cerrahi sonrasi nuksler 6nlenebilir.

Primer ve nuks pterjiumlarda yapilacak miRNA analizleri ile; niks pterjium
gelisimi agisindan risk altinda olabileceg@i gosterilen kigilere dnleyici cerrahi teknikler
uygulanabilir ve gevresel risk faktorlerinden korunmak igin yuksek oranda korunma

saglanabilir.

Sonug¢ olarak calismamizda hasta ile kontrol grubu arasinda konjonktiva
dokularinda belirgin sekilde eksprese olan miRNA duzeylerinin kargilastirilmasina
yer verildi.Elde edilen sonuglarla hasta sayisinin daha fazla oldugu ¢ok merkezli
calismalar ile Primer Pterjium hastaliginda eksprese olan, ekpresyonu azalan ya da
artan miRNA duzeylerinin belirlenmesi ile yeni tani ve tedavi yaklagimlari

geligtirilebilecegdini, bu galismanin bir dncu ¢alisma olabilecegini dusunmekteyiz.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

CST : Ciplak Sklera Teknigi

KOT : Konjonktival Otogreft Teknigi

DM : Diabetes Melitus

HT : Hipertansiyon

UV : Ultraviyole

VEGFA : Vaskuler Endotelyal Growth Faktor Antijeni

FGF2 : Fibroblast Growth Faktor

LEC : Limbal Epitelial Hlcre

MMP : Metalloproteinaz Enzim

PDFG : Platelet-Derived Growth Faktor

TGF-B : Transforming Growth Faktor-beta

TNF-a : Tumor Nekrosis Faktor-alfa

NO : Nitrikoksid

ICAM : intercellular Adhesion Molecule
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VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule

TSP1 : Tronbospondin 1
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SEKILLER VE RESIMLER DiZziNi

Sayfa No
Sekil 1. Tip 1 fibroz pterjium 19
Sekil 2. Tip 1 klasik pterjium 19
Sekil 3. Tip 2 primer pterjium 19
Sekil 4. Tip 2 rekurren pterjium 19
Sekil 5. Tip 3 primer pterjium 20
Sekil 6. Tip 3 reklrren pterjium 20
Sekil 7. Hasta grubunda anlamli olarak eksprese olan miRNA'lar 39
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TABLOLAR DiziNi

Tablo 1. Hasta ve kontrol grubu cinsiyet dagilimi

Tablo 2. Hasta ve kontrol grubu ortalama yaslari

Tablo 3. Gruplarda doku miRNA ekspresyonlarinin karsilastiriimasi

Tablo 4. Hasta grubunda anlamli dlizeyde eksprese olan miRNA'lar

Sayfa No

33

39

39

39
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