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ÖZET 

PTERJĠUM ĠLE RHO PROTEĠNLERĠNĠN EKSPRESYONU VE 

POLĠMORFĠZMĠ ARASINDAKĠ ĠLĠġKĠNĠN ARAġTIRILMASI 

Ahmet SARACALOĞLU 

Doktora Tezi, Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMĠRYÜREK 

Aralık 2019, 105 sayfa 

Pterjium yaygın bir oküler yüzey hastalığıdır. Bu çalıĢmada pterjium geliĢiminde Rho 

proteinleri ekspresyonu ve gen polimorfizmlerinin rolü olabileceği hipotezi test 

edilmiĢtir. Bu çalıĢmanın amacı RHOA, RHOB, RHOC, RHOD, RND3(RHOE) gen 

polimorfizmleri, gen ve protein ekspresyonları ile pterjium arasındaki iliĢkiyi 

araĢtırmaktır. RAC2, RAC3 gen ve protein ekspresyonları da çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmaya 

383 pterjium hastası ile benzer yaĢ ve cinsiyetteki 331 sağlıklı birey kontrol grubu 

olarak alınmıĢtır. Gen polimorfizmleri ve ekspresyonları BioMark HD dinamik array 

sistemi kullanılarak real-time PCR ile belirlenmiĢtir. Western blot metodu kullanılarak 

protein ekspresyonları araĢtırılmıĢtır. Bonferroni düzeltmesine göre RHOB (rs2602160, 

rs62121967, rs62121968, rs11541350), RHOC (rs2230329, rs2306937, rs1804292, 

rs11102522, rs11538960), RHOD (rs11227675, rs61891303, rs7112925) ve 

RND3(RHOE) (rs13418763, rs1441982, rs76447184) gen polimorfizmleri hem genotip 

hem de allel frekansları açısından istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (P<0.001). 

RHOC, RHOD, RHOE, RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonları pterjial dokularda belirgin 

Ģekilde yükselmiĢtir (sırasıyla, P=0.0047, P=0.0003, P=0.0164, P=0.0464 ve P=0.0002). 

Pterjium hastalarının lökositlerinde RHOB ve RHOC gen ekspresyonları belirgin 

azalmıĢtır (sırasıyla, P=0.0113 ve P=0.0236). Pterjial dokularda RhoD protein 

ekspresyonunda belirgin azalma tespit edilmiĢtir (P=0.0046). RhoA, RhoB protein 

ekspresyonları lökositlerde belirgin Ģekilde artmıĢtır (sırasıyla, P=0.0180 ve P=0.0033). 

Pterjiumda ilk defa bu çalıĢma ile Rho proteinleri polimorfizmi ve ekspresyonu 

gösterilmiĢtir. Bu sonuçlar, pterjium geliĢimindeki moleküler mekanizmaları anlamaya 

ve yeni terapötik hedefler sağlamaya yardımcı olabilir. 

Anahtar sözcükler: Pterjium, Rho protein, Polimorfizm, Ekspresyon 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE ASSOCIATION OF PTERYGIUM WITH RHO 

PROTEINS EXPRESSION AND POLYMORPHISM 

AHMET SARACALOĞLU 

PhD Thesis, Department of Medical Pharmacology 

Supervisor: Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMĠRYÜREK 

December 2019, 105 pages 

Pterygium is a common ocular surface disease. The hypothesis that Rho proteins 

polymorphisms and expression may play a role in pterygium development is examined 

in this study. The aim of this study is to investigate the association between RHOA, 

RHOB, RHOC, RHOD, RND3(RHOE) gene polymorphisms, gene, and protein 

expressions and pterygium. RAC2, RAC3 gene and protein expressions were studied as 

well. A total of 383 pterygium patients and 331 healthy subjects (control group) with 

similar age and gender were enrolled in this study. Gene polymorphisms and 

expressions were identified by using BioMark HD dynamic array system with real-time 

PCR. Protein expressions were performed using Western blot method. There were 

statistically significant differences in genotype and allele frequencies for RHOB 

(rs2602160, rs62121967, rs62121968, rs11541350), RHOC (rs2230329, rs2306937, 

rs1804292, rs11102522, rs11538960), RHOD (rs11227675, rs61891303, rs7112925), 

and RND3(RHOE) (rs13418763, rs1441982, rs76447184) gene polymorphisms 

following Bonferroni correction (P<0.001). RHOC, RHOD, RHOE, RAC2, and RAC3 

gene expressions were markedly elevated in pterygial tissues (P=0.0047, P=0.0003, 

P=0.0164, P=0.0464, and P=0.0002, respectively). There were marked decreases RHOB 

and RHOC gene expressions in pterygium patient‟s leukocytes (P=0.0113 and 

P=0.0236, respectively). Significant decrease in protein expression in pterygial tissues 

was detected for RhoD (P=0.0046). RhoA, RhoB protein expressions were markedly 

augmented in leukocytes (P=0.0180 and P=0.0033, respectively). Polymorphisms and 

expressions of Rho proteins have been demonstrated for the first time in the pterygium 

with this study. These results may help to understand the molecular mechanisms in the 

pterygium development and provide novel therapeutic targets. 

Key Words: Pterygium, Rho proteins, Polymorphism, Expresssion 
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

“Küçük kanat” anlamına gelen Yunanca “pterygion” teriminin latince bir versiyonu 

olan “pterygium (pterjium)” terimi, fibrovasküler konjonktiva büyümesi olarak 

tanımlanmaktadır (1). Literatürde sörfçü gözü (surfer’s eye) olarak da bilinmektedir (2). 

Korneaya da invazyon gösteren bir hastalıktır, aynı anda nazal ve temporal bölgede 

olmakla birlikte %90 nazal bölgede bulunmaktadır. Tipik olarak üçgen Ģeklindedir. 

Pterjium, kornea yüzeyindeki subkonjonktival ve fibrovasküler dokunun kontrolsüz 

hücresel proliferasyonundan kaynaklanan dejeneratif ve inflamatuar bir süreçtir. 

Hastalığın etiyolojisi ve patolojisi tam olarak bilinmemektedir (3, 4). Pterjiumun 

standart tedavi yöntemi cerrahi eksizyondur (5). 

Pterjium prevalansı tüm dünyada yaygın olarak değiĢmekle birlikte, genel popülasyonda 

prevalans oranı %10.2 olarak bildirilmiĢtir (4). Pterjium; epidemiyolojik çalıĢmalarda 

ileri yaĢ, erkek cinsiyet, daha az eğitim süresi ve açık iĢ yeri ile iliĢkili olarak daha 

yüksek oranda rapor edilmiĢtir (6-10). Pterjium prevalansı kronik güneĢe maruz kalma 

(11) ve özellikle de ultraviyole (UV) ile iliĢkilidir (12-14). Tropik bölgelerde daha 

yaygın görülen bir hastalıktır (15, 16). 

Pterjium patogenezinden en çok UV sorumlu tutulmaktadır ama patogenezi tam olarak 

bilinmemektedir ve çeĢitli patojenik faktörler öne sürülmüĢtür (17). Pterjiumun 

patogenezinden sorumlu tutulan UV radyasyonu reaktif oksijen radikalleri (ROS, 

reactive oxygen species) oluĢumuna neden olmaktadır. Pterjiumda artmıĢ ROS üretimi 

olduğu ve antioksidan enzimlerin azaldığı gösterilmiĢtir (18, 19). Pterjium dokusunda 

oksidatif stresin ve deoksiribonükleik asit (DNA) hasarının arttığı (20, 21) ve lipid 

peroksidasyon ürünü olan malondialdehit (MDA) düzeylerinin yükseldiği, antioksidan 

enzim süperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) düzeylerinin 

düĢtüğü bilinmektedir (19, 22).  

Ras homolog (Rho) proteinleri, monomerik GTPazların Ras süperfamilyasının Rho alt 

familyası üyeleridir. Rho GTPazlar; hücre büyüklüğünün, proliferasyonun, apoptozun, 

hücre polaritesinin, hücre yapıĢmasının, hücre motilitesinin ve membran trafiğinin 

düzenlenmesinde çok önemli rol oynamaktadır (23). Rho proteinlerinin birçok 

fonksiyonu RhoA ile yapılan çalıĢmalarla belirlenmiĢtir. RhoA, vücutta en fazla 
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bulunan ve en çok çalıĢılan bir Rho proteini alt tipidir (24). RhoA protein seviyesinin 

glokomlu hastaların optik sinir ucunda anlamlı olarak arttığı bildirilmiĢtir (25). 

Rho GTPaz‟ların ekspresyonu RhoB, UV ve ROS ile indüklenir (26, 27). UV 

radyasyon, RhoE mRNA ve protein düzeylerini arttırmaktadır (28). ROS‟un direkt 

olarak Rho/Rho-kinaz sinyal yolağı üzerinden etki ettiği gösterilmiĢtir (29). Rac 

proteinleri de süperoksit oluĢumundan sorumlu NADPH oksidaz enzimini kontrol 

etmektedir (30). 

Glutatyon S-transferaz M1 (GSTM1) ve DNA tamir proteinlerinden X-ray repair cross-

complementing-1 (XRCC1, rs25487) polimorfizmlerinin pterjium oluĢumuyla iliĢkili 

olduğu gösterilmiĢtir (31, 32). CYP1A1 (C/T, T/T) polimorfizminin pterjium için risk 

oluĢturduğu rapor edilmiĢtir (33, 34). Pterjium geliĢim riskinde anjiyotensin 

dönüĢtürücü enzim (ACE) polimorfizmi (rs1799752) iliĢkili bulunmuĢtur (35). Ayrıca 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) polimorfizminin (rs833061) kadın 

hastalarda pterjium oluĢumuyla iliĢkili olduğu da saptanmıĢtır (36). Yapılan bu 

çalıĢmalar genetik faktörlerin pterjiumda rolü olduğunu göstermektedir. 

Pterjiumda Glutatyon S-transferaz izoenzimleri GSTP1 ve GSTT1‟in ekspresyonlarında 

anlamlı artıĢ gözlenmiĢtir (37). Pterjiumda hücre migrasyonuyla ilgili genlerin 

ekspresyonunda artıĢ olduğu bildirilmiĢtir (38). Pterjiumda VEGF sekresyon yoluyla 

vaskülarizasyon olduğu rapor edilmiĢtir (39). VEGF‟nin pterjium dokusunda aĢırı 

eksprese edildiği, pterjiumun anjiyogenezisi ve fibrovasküler progresyonunda rolü 

olduğu bildirilmiĢtir. (40-43). VEGF ile indüklenen mikrovasküler permeabilite artıĢı, 

hücre migrasyonu ve anjiogenezin Rho proteinlerinin yolağıyla iliĢkili olduğu 

gösterilmiĢtir (44, 45). 

Rho/Rho-associated coiled-coil-forming kinase (ROCK) yolağının; migrasyon, 

sitokinez, ROS ve VEGF üzerinde etkileri mevcuttur (23, 29, 44, 45). Rho proteinleri 

ailesi genlerinden RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RHOE‟deki polimorfizmler, bu 

proteinlerin fonksiyonlarını değiĢtirebilir. Rho proteinlerinin (RHOA, RHOB, RHOC, 

RHOD, RHOE, RAC2 ve RAC3) gen ve protein ekspresyonlarının seviyeleri de 

patolojik durumlarda değiĢebilir. Pterjiumda UV ıĢınlarına bağlı olarak ROS‟un, 

VEGF‟nin ve hücre migrasyonunun sorumlu olduğu gösterilmiĢtir (17-19, 40). Pterjium 
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geliĢiminde moleküler mekanizmaların ve genetik polimorfizmlerin rolü olduğu rapor 

edilmiĢtir (17, 31). Bu bilgiler bizi pterjium ile RHOA, RHOB, RHOC, RHOD, 

RND3(RHOE) gen polimorfizmleri; RHOA, RHOB, RHOC, RHOD, RND3(RHOE), 

RAC2, RAC3 gen ve protein ekspresyonları arasındaki iliĢkiyi araĢtırmaya 

yönlendirmiĢtir. Bu çalıĢmada; “Rho proteinleri ekspresyonu ve gen varyantlarının, 

pterjium geliĢim riskinde rol oynayabilir” hipotezini kurmaktayız. Bu konuyla ilgili 

literatürde yayınlanmıĢ henüz bir araĢtırma bulunmamaktadır. Bu çalıĢma ile ilk kez 

Türk toplumunda pterjium ile Rho proteinleri gen polimorfizmi ve ekspresyonu 

arasındaki iliĢkinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Göz Küresi Anatomisi 

Göz,  yağ dokusuna gömülü Ģekilde orbitalarda bulunur. Orbital yağ dokusundan Tenon 

kapsülü denilen ince bir fasiyal kılıf ile ayrılır. DıĢtan içe doğru: Tunica fibrosa bulbi 

(korneoskleral tabaka), tunica vasculosa bulbi (tractus uvealis) (vasküler tabaka) ve 

tunica interna bulbi (nöral tabaka) olmak üzere 3 tabakadan oluĢmaktadır (46). Göz 

küresinin makroskobik anatomisi ġekil 2.1‟de gösterilmiĢtir (47). 

 

ġekil 2.1. Göz küresinin makroskobik anatomisi (47) 

2.2. Konjonktiva Anatomisi ve Fizyolojisi 

2.2.1. Konjonktiva 

Konjonktiva, göz kapaklarının arka yüzeyini ve göz küresinin ön yüzünü kaplayan yarı 

saydam bir müköz membrandır. Göz küresini göz kapaklarına bitiĢtirdiğinden dolayı bu 

mukozaya isim olarak konjonktiva adı verilmiĢtir (conjoin: to join). Göz kapağı 

kenarından limbusa kadar uzanır ve palpebral fissürde açık olan konjonktiva kesesi 

denilen kompleks alanı kaplar (48). Konjonktivanın; göz ve göz kapağının yumuĢak 

dokularının korunması, gözyaĢı filminin sulu ve mukus tabakalarının tedariki, immün 

dokunun ve bağımsız göz hareketinin kolaylaĢtırılmasının sağlanması gibi birçok 

önemli fonksiyonu vardır (49). Konjonktiva üç parçaya ayrılmaktadır (48) (ġekil 2.2). 
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ġekil 2.2. Konjonktiva kısımları ve konjonktival bezler (48) 

1. Palpebral konjonktiva: Göz kapaklarını kaplar. Marjinal, tarsal ve orbital 

konjonktiva olmak üzere alt sınıflara ayrılır (48).  

i-Marjinal konjonktiva: Göz kapağı kenarından yaklaĢık 2 mm kadar bir oluk gibi uzar. 

Cilt ve konjonktiva arasında uygun bir geçiĢ bölgesidir (48). 

ii-Tarsal konjonktiva: Ġnce, Ģeffaf ve oldukça vasküler bir yapıya sahiptir. Üst göz 

kapağındaki tüm tarsal levha sıkıca bağlanırken alt göz kapağındaki tamamen 

bağlanmaz. Tarsal bezler, sarı çizgiler olarak görülmektedir (48). 

iii-Orbital konjonktiva: Tarsal levha ve forniks arasında gevĢek olarak uzanan bir 

yapıdır (48). 

2. Bulber konjonktiva: Ġnce ve Ģeffaf bir yapı olup altındaki yapıların üzerinde gevĢek 

olarak uzanır. Bundan dolayı kolayca hareket edebilir. Anterior skleradan episkleral 

doku ve Tenon kapsülü ile ayrılmaktadır. Kornea etrafındaki 3 mm'lik bir bulber 

konjonktiva çıkıntısı limbal konjonktiva olarak adlandırılır. Konjonktiva, Tenon 

kapsülü ve episkleral doku, limbus alanında korneoskleral kavĢağın altında yatan yoğun 
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bir doku ile kaynaĢtırılır. Konjonktivanın epitelyumu limbusta kornea ile sürekli hale 

gelmektedir (48). 

3. Konjonktival forniks: Bulber konjonktiva ile palpebral konjonktivayı bitiĢtiren 

yapıdır. Superior, inferior, medial ve lateral olmak üzere 4 alt bölüme ayrılmaktadır 

(48). 

2.2.2. Konjonktivanın yapısı 

Histolojik olarak konjonktiva epitelyum, adenoid ve fibroz tabaka olmak üzere 3 

tabakadan oluĢmaktadır (ġekil 2.3). 

 
ġekil 2.3. Konjonktivanın mikroskobik yapısı (A), konjonktivanın farklı 

bölgelerinde epitel hücrelerinin dizilimi (B) (48) 

1. Epitelyum: Keratinize olmayan 2–5 katmanlı bir epitelyumdur. Epitelyumun 

yaklaĢık %10'unu goblet hücreleri oluĢturur. Konjonktivadaki epitel hücrelerinin 

tabakası bölgeden bölgeye değiĢkenlik göstermektedir. Marjinal konjonktiva, çok katlı 

(5 katman) skuamöz epitel tipine sahiptir. Tarsal konjonktiva, silindirik hücrelerden 

oluĢan bir yüzeyel katman ve düz hücrelerden oluĢan derin katmandan meydana 

gelmektedir. Forniks ve bulber konjonktiva, silindirik hücrelerden oluĢan bir yüzeyel 

katman, polihedral hücrelerden oluĢan bir orta katman ve küboidal hücrelerden oluĢan 

derin tabaka olmak üzere 3 tabakadan oluĢmaktadır. Limbal konjonktiva, çok katlı (5-6 
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katman) skuamöz epitel tipine sahiptir. Limbal kök hücreler bu bölümün bazal 

tabakasında bulunmaktadır (48). 

2. Adenoid tabaka: Lenfoid tabaka olarak da adlandırılmaktadır. Lenfositlerin 

bulunduğu ince bağ dokusu retikulumundan oluĢur. Bu tabaka fornikslerde daha 

geliĢmiĢtir. Doğumdan itibaren mevcut olmayıp 3-4 ay sonrasında geliĢmektedir. 

Bundan dolayı infantlarda ortaya çıkan konjonktival inflamasyonda foliküler reaksiyon 

gerçekleĢmemektedir (48). 

3. Fibroz tabaka: Kollajen ve elastik liflerden oluĢan bir ağsı örgüdür. Çok ince olduğu 

tarsal konjonktiva bölgesi dıĢında adenoid tabakadan daha kalındır. Bu tabaka, 

konjonktivanın damar ve sinirlerini içerir. Bulbar konjonktiva bölgesinin altında yer 

alan Tenon kapsülüyle kaynaĢır (48). 

2.2.3. Konjonktiva bezleri 

Konjonktiva iki türlü bez içermektedir (ġekil 2.2): 

1. Müsin salgılayan bezler: Epitelyumda lokalize, unisellüler bezler olan goblet 

hücreleri; tarsal konjonktivada var olan Henle kriptaları ve limbal konjontivada bulunan 

Manz bezleridir. Kornea ve konjonktivanın ıslaklığı için esansiyel olan mukus, bu 

bezler tarafından sekrete edilmektedir (48). 

2. Yardımcı lakrimal bezler: Krause ve Wolfring bezleridir. Krause, fornikslerin 

subkonjonktival bağ dokusunda yer alır. Wolfring bezleri ise superior tarsus‟un üst 

sınırı ve inferior tarsus‟un alt sınırı boyunca bulunmaktadır (48). 

2.2.4. Konjonktivanın damar yapısı 

Konjonktivayı besleyen arterler üç kaynaktan köken alır (ġekil 2.4): 

1. Periferal arteriyel arkad  

2. Marjinal arteriyel arkad  

3. Anterior siliyer arterleri 
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ġekil 2.4. Konjonktivanın damar yapısı (48) 

Palpebral ve forniks konjonktiva, göz kapağının periferal ve marjinal arteriyal 

arkadların kolları ile beslenmektedir. Bulbar konjonktiva ise göz kapağının arteriyel 

kolları olan posterior konjonktival arterleri ve anterior siliyer arterlerin kolları olan 

anterior konjonktival arterleri ile beslenmektedir. Konjonktivadan gelen venler ise göz 

kapaklarının venöz pleksusuna ve kornea etrafındaki anterior siliyer venlere akmaktadır 

(48). 

2.3. Kornea Anatomisi ve Fizyolojisi 

Kornea, gözün baĢlıca enfeksiyöz ve yapısal bariyeri olarak iĢlev gören Ģeffaf bir 

avasküler bağ dokusudur. Üzerindeki gözyaĢı filmi ile birlikte, göz için uygun bir ön 

refraktif yüzey sağlamaktadır (50). YetiĢkinlerde ortalama olarak korneanın yatay çapı, 

dikey çaptan yaklaĢık 1.0 mm daha büyük olup 11.5 ile 12.0 mm‟dir. Kornea merkezde 

yaklaĢık 0.5 mm kalınlıktadır ve korneanın kalınlığı perifere doğru giderek artmaktadır 

(51). Korneanın merkezindeki 5 mm
2
 alan güçlü kırılma yüzeyi oluĢturur. Korneanın bu 

merkezi kısmının anterior ve posterior eğrilik yarıçapları sırasıyla 7.8 mm ve 6.5 

mm'dir. Korneanın refraktif indeksi 1.376 olup gözün toplam refraktif gücü (60 

diyoptri)‟nün %75‟ini oluĢturmaktadır (52). 

Kornea histolojik olarak 6 katmandan oluĢmaktadır. Bu katmanlar anteriordan 

posteriora doğru epitelyum, Bowman membran, substantia propria (korneal stroma), 

Dua tabakası, Descemet membran ve endotelyumdur (52) (ġekil 2.5). 
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ġekil 2.5. Korneanın mikroskobik yapısı (52) 

1. Epitelyum: Çok tabakalı skuamöz tiptedir ve limbusta bulber konjonktivanın 

epitelyumu ile devamlık gösterir. Hücreler 5-6 tabakadan oluĢur. En derin (bazal) 

tabaka; kolumnar hücrelerinden oluĢmaktadır, sonraki 2-3 tabaka kanat (wing) veya 

Ģemsiye (umbrella) hücrelerinden ve en yüzeysel iki tabaka yassılaĢmıĢ hücrelerden 

meydana gelmektedir. Yüzeyel epitelyal hücreler arasındaki sıkı bağlantılar, gözyaĢı 

sıvısının stromaya nüfuz etmesini önlemektedir (52).  

Limbal epitelyum: Limbal alanın bazal epitel hücreleri, prolifere olan ve kornea 

epitelyumunu farklılaĢtıran limbal kök hücrelerini oluĢturur. Bu bölgedeki hasarlar, 

konjonktival epitelyumun kornea üzerine invazyonu ile sonuçlanır (52). 

2. Bowman membran: Bu tabaka yoğun kollajen liflerin asellüler kütlesinden oluĢur. 

YaklaĢık 12 µm kalınlığındadır ve epitelyumun bazal membranı ile korneal stromayı 

önden bağlamaktadır. Gerçek bir elastik membran olmayıp sadece stromanın 

yoğunlaĢmıĢ yüzeysel bir parçasıdır. Enfeksiyona karĢı önemli direnç gösterir. Fakat bir 

kez tahrip olduğunda rejenere edilemez ve bu nedenle skarlaĢma ile iyileĢmektedir (52). 

3. Stroma (substantia propria): Bu tabaka 0.5 mm kalınlığında olup korneanın total 

kalınlığının %90‟ını oluĢturmaktadır. Proteoglikanların (kondroitin sülfat, keratan 

sülfat) hidratlanmıĢ matriksine gömülmüĢ kolajen fibrillerden (tip-VI kolajen 

filamentleri ile iç içe tip-I ve tip-V fibrilleri) oluĢur. Lamelleri birçok katmanda 
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düzenlenmiĢtir. Her bir tabaka sadece birbirine paralel değil aynı zamanda kornea 

düzlemine de paraleldir ve limbusta skleral lamel ile devamlılık göstermektedir. 

Lameller arasında makrofajlar ve lökositlerin dolaĢtığı keratositler (modifiye 

fibroblastlar) mevcuttur (52). Stroma, korneaya hem yapısal destek hem de kollajen 

fibrilleri çerçevesinde ıĢığın geçiĢini kolaylaĢtırarak saçılmayı önleyecek Ģekilde 

Ģeffaflık sağlar. Kornea stromasının avaskülerliği Ģeffaflığı kolaylaĢtırmak için gerekli 

olup VEGF, bazik fibrolast büyüme faktörü (bFGF) ve membran tipi matriks 

metalloproteinaz-1 (MT1-MMP-1) gibi proanjiyojenik faktörler de dengeyi korumada 

yardımcı olur (52). 

4. Pre-Descemet membran: Dr. Harminder Dua tarafından 2013 yılında keĢfedilmiĢ 

olup Dua tabakası olarak da bilinir. Descemet zarının ön tarafında yer alıp yaklaĢık 15 

µm kalınlıktadır. Hava geçirmez ve güçlü asellüler yapıya sahiptir (52). 

5. Descemet membran (posterior elastic lamina): Kornea endotelinin güçlü, homojen 

bir bazal membranıdır. Stromadan pre-Descemet membranı ile ayrılır. Kimyasal 

ajanlara, travmaya ve patolojik süreçlere çok dayanıklıdır. Descemet membranı kolajen 

ve glikoproteinlerden oluĢur. Bowman membranın aksine rejenere olabilmektedir. 

Normal olarak sabit bir gerginliği olup yırtıldığında kendi içine doğru kıvrılmaktadır 

(52). Descemet membran, korneal dehidrasyonun korunmasında yardımcı olur. 

Ġntraoküler cerrahiden sonra iyatrojenik Descemet membran yırtığı veya ayrılması 

kornea ödemi ile sonuçlanmaktadır (52). 

6. Endotelyum: Düz poligonal (esas olarak hekzagonal) epitelyal hücrelerden oluĢan 

tek bir tabakadır, yarık lamba biyomikroskobunda mozaik Ģeklinde gözükür. Ġnsan 

endotel hücreleri, in vivo olarak prolifere olmaz ve yaĢla birlikte hücre kaybı, geniĢleme 

(polimegatizm); komĢu hücrelerin migrasyonu ile telafi edilir. Endotelyumun önemli bir 

fonksiyonel hücre rezervi olup ancak hücrelerin %75 kaybı ile kornea 

dekompensasyonu ortaya çıkar (52). Kornea endoteli, stromal dehidrasyonun 

korunmasında önemli bir rol oynar, böylece korneadan geçen ıĢığın doğruluğunu 

maksimuma çıkarır. Bu hidrasyon derecesinin korunması, Na
+
/K

+
-ATPaz ve bikarbonat 

bağımlı Mg
+2

-ATPaz ile iliĢkili pompalar ile endotel hücreler arasındaki sıkı kavĢak 

noktalarına bağlıdır (52). 
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2.4. Pterjium  

2.4.1. Pterjium tanımı 

“Küçük kanat” anlamına gelen Yunanca “pterygion” teriminin latince bir versiyonu 

olan “pterygium (pterjium)” terimi, en sık nazal tarafta görülen ve korneada kanat 

Ģeklinde bir fibrovasküler konjonktiva büyümesi olarak tanımlanmaktadır (1). Pterjium 

dokusu anatomik olarak baĢlık (cap), baĢ (head), boyun (neck) ve gövde (body) olmak 

üzere 4 kısımdan oluĢmaktadır (Resim 2.1) (54). Pterjium, konjonktivanın fibrovasküler 

proliferasyonuyla ortaya çıkıp korneaya da invazyon gösteren dejeneratif bir hastalıktır, 

etiyolojisi ve patolojisi tam olarak aydınlatılmamıĢtır (3). Aynı anda nazal ve temporal 

bölgede olmakla birlikte %90 nazal bölgede bulunmaktadır. Tipik olarak üçgen 

Ģeklindedir (4). Tan ve arkadaĢları tarafından pterjium morfolojisi için klinik 

derecelendirme (grade) sistemi geliĢtirilmiĢtir (55).  

Grade T1: Pterjium atrofiktir, episkleral damarlar görülebilmektedir.  

Grade T2: Intermediate pterjium olarak bilinir. Episkleral damarlar kısmen 

gizlenmektedir. 

Grade T3: Pterjium etli (fleshy) olup episkleral damarlar tamamen gizlenmektedir. 

 

Resim 2.1. Pterjium anatomik bölümleri (54)  



 

14 

 

2.4.2. Pterjium epidemiyolojisi 

Dünya genelinde pterjium prevalansı çalıĢma yapılan popülasyona bağlı olarak %1 ila 

%25 arasında değiĢmektedir (6, 7, 56-59). Pterjium mekanizması kesin olarak 

bilinmemekle birlikte tropik bölgelerde daha yaygın görülmektedir (15, 16). Pterjium 

prevalansı kronik güneĢe maruz kalma (11) özellikle ultraviyole (UV) ile iliĢkilidir, bu 

da prevalansın coğrafi varyasyonunu kısmen açıklayabilir (12-14). 

Pterjium, bazı popülasyon temelli çalıĢmalarda ileri yaĢ, erkek cinsiyet, daha az eğitim 

süresi ve açık iĢ yeri ile iliĢkili olarak daha yüksek oranda saptanmıĢtır (6-10). Yapılan 

baĢka bir çalıĢmada siyahi katılımcıların yaklaĢık dörtte birinin pterjiuma sahip olduğu 

ve beyazlardan yaklaĢık 3 kat daha yüksek bir frekans sahip olduğu rapor edilmiĢtir 

(56). Açık havada her zaman güneĢ gözlüğü ve reçeteli gözlük kullananlarda daha 

düĢük oranlar saptanmıĢtır (10, 56). Avustralya'da yapılan bir çalıĢmada pterjium, kırsal 

alanlarda (%6.7) kentsel alanlara (%1.7) göre daha yüksek oranda, kısmen de 

pterjiumun okülerin güneĢe maruz kalmasının bir sonucu olduğu bulunmuĢtur (9). 

2.4.3. Pterjium etyopatogenezi 

Pterjium, korneaya merkezden girerek invaze olan, görüĢü bozan ve inflamasyona 

neden olan epitelyal ve fibrovasküler dokuların anormal kanat Ģeklinde büyümesidir. 

DeğiĢmiĢ bazal epitelyal hücre proliferasyonu, vaskülarizasyonu ve komĢu kornea 

epitelinin invazyonu ile karakterizedir (17). Pterjium patogenezi tam olarak 

bilinmemektedir, patogenezinden en çok UV sorumlu tutulmaktadır. Alternatif olarak 

viral dahil olmak üzere çok çeĢitli patojenik faktörler önerilmiĢtir. Bunlar; viral 

enfeksiyonlar, epigenetik aberasyonlar, epitelyal-mezenkimal transisyon, immünolojik 

ve anti-apoptotik mekanizmalar, anjiojenik ve lenfanjiojenik stimülasyon, ekstrasellüler 

matriks modülatörlerinin ve büyüme faktörlerinin disregülasyonu, inflamasyon 

kaskadları, kemik iliği kaynaklı kök ve progenitör hücrelerin göçü ve kolesterol 

metabolizmasındaki değiĢikliklerdir (17) (ġekil 2.6 ve ġekil 2.7). 
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ġekil 2.6. Pterjium geliĢimine bağlı moleküler faktörler (17) 

 

ġekil 2.7. Pterjiumun patolojik mekanizmaları (17) 
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2.4.3.1. UV radyasyon 

UV radyasyonunun pterjium oluĢumu ile bağlantılı olduğu ve güneĢe maruz kalma ile 

daha yüksek pterjium prevalansı arasında açık bir iliĢki gözlenmiĢtir (60, 61). Bu tür 

radyasyon; hücresel DNA üzerinde direkt fototoksik etki yaparak hücresel DNA'ya, 

proteinlere ve lipidlere zarar veren ROS üretimi mekanizmaları aracılığıyla dokuları 

değiĢtirme ve hücrelere zarar verme potansiyeline sahiptir (19, 20, 62). Küçük dalga 

boylarının (<300 nm) yüksek düzeyde aktif olduğu ve çoğunlukla kornea tarafından 

absorbe edildiği bilinmektedir (63). UV-B radyasyonun 280 ve 315 nm arasında değiĢen 

dalga boyları oküler yüzeyi etkiler ve bu etki direkt olarak UV maruziyet seviyesi ile 

iliĢkilidir (11). 

UV-B radyasyonu, oksidatif strese neden olma kapasitesi nedeniyle pterjium 

oluĢumundan sorumlu ana etken olarak kabul edilir (20). Yüksek mutajenik potansiyele 

sahip oksidatif stresin yaygın bir belirteci olan 8-hidroksi-2‟-deoksiguanozin (8-OHdG) 

molekülü, primer pterjium baĢ kısmının epitelyumunda, sağlıklı konjonktivadan 

ortalama 4.7 kat daha yüksek bir seviyede bulunmuĢtur (20, 21). 8-OHdG‟nin 

antioksidan fonksiyonuna ek olarak oluĢumunun oksidatif strese bağlı inflamasyona 

karĢı hücrelerin savunma mekanizmalarından biri olabileceği öne sürülmüĢtür (64). 

Hücresel DNA'da 8-OHdG'nin varlığı, pterjium dokusunda aĢırı eksprese edildiği 

gösterilmiĢ olan insan 8-oksoguanin glikozilaz I (hOGG1) enzimi tarafından azaltılabilir 

(21). 8-OHdG'nin artması, hOGG1 ekspresyonundaki bir azalmayla korelasyon 

göstermediğinden bu enzimin etkinlik kaybını açıklayabilecek modifikasyonlar olup 

olmadığını belirlemek için daha fazla analiz yapılmıĢtır. hOGG1 geni ekzon bölgesinde 

belirlenen Ser326Cys polimorfizminin pterjium geliĢiminde yatkınlığı arttırdığı rapor 

edilmiĢtir (65). Oksidatif stres ayrıca lipid ve proteinlerdeki değiĢikliklerden de 

sorumludur. UV-B radyasyonu ile oluĢan ROS, hücresel membranlarda lipid 

peroksidasyonuna neden olma potansiyeline sahiptir, bunun sonucunda çoklu doymamıĢ 

yağ asitlerinin (PUFA, Polyunsaturated fatty acid) reaktif aldehitleri olan 4-

hidroksiheksenal (4-HHE) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) dahil olmak üzere çeĢitli 

bileĢiklerle dejenerasyonunu teĢvik etmektedir. Bu moleküller, pterjiumda korneal 

migrasyonun gerçekleĢtiği baĢ ve subepitelyal bağ dokularının aktif proliferasyonunun 

meydana geldiği gövde kısmında artmıĢ seviyelerde bulunmuĢtur (66, 67). 4-HHE ve 4-

HNE molekülleri; proteinleri modifiye etme ve histidin, sistein ve lisin kalıntıları ile 

reaksiyona girerek proteinlerin normal fonksiyonlarını etkileme potansiyeline sahiptir 
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(68). Ayrıca pterjium dokularında UV-B radyasyonunun neden olduğu lipid 

peroksidasyonunun bir baĢka iĢareti olan MDA‟da önemli bir artıĢ gözlenmiĢtir. 

Pterjium dokularındaki antioksidan enzimlerin SOD, katalaz ve GSH-Px aktivitesi 

azalmasının, ROS birikmesine ve DNA hasarına neden olduğu gösterilmiĢtir (19). 

Bununla birlikte peroksiti ve hidroperoksiti azaltan bir baĢka antioksidan enzim olan 

peroksiredoksin 2 enzimi, pterjium epitelyumunda aĢırı eksprese edilmiĢtir. Bu aĢırı 

ekspresyon, peroksit ile indüklenmiĢ apoptozun inhibisyonu ile korele bulunmuĢtur (69, 

70). Bu analiz pterjiumda belirli ROS'a karĢı seçicilik olduğunu göstermektedir, çünkü 

sadece peroksit ve hidroperoksit düĢük seviyelerde tutulmaktadır. Ayrıca protein 

katlanmasında ve degredasyonunda rol alan bir Ģaperon proteini olan Hsp90'ın pterjium 

epitelyumunda aĢırı ekspresyonu bildirilmiĢtir (71). Hsp90, anjiogenezde önemli olan 

VEGF indüksiyonu için gereklidir (72). Hsp90‟ın aĢırı ekspresyonunun, oksidatif 

stresten kaynaklanan modifiye protein artıĢına karĢı doğal bir hücresel yanıt olabileceği 

öne sürülmüĢtür (17). 

8-OHdG oluĢumuna ek olarak UV radyasyonu doğrudan fototoksik etkileriyle DNA'ya 

zarar verebilmektedir. Primer pterjium fibroblastlarında, endotel hücrelerinde ve 

rekürren pterjium fibroblastlarında timin dimerlerin varlığı saptanmıĢtır (73). UV-B 

radyasyonunun DNA tarafından direkt absorpsiyonu, komĢu pirimidinler arasında 

oluĢan siklobütan pirimidin dimerleri (CPDs) ve 6-4 foto ürünler (6-4PPs) olmak üzere 

iki tür sarmal-bozucu fotolezyonların üretilmesine yol açmaktadır (74-76). Bu 

fotolezyonlar, DNA replikasyonu sırasında C-T ve CC-TT dönüĢmesine neden 

olabilmektedir (77). CPDs, memeli hücrelerinin UV-B radyasyonu tarafından üretilen 

mutasyonların yarısından fazlasıyla iliĢkilidir ve bunlar sadece UV ıĢığına maruz 

kalmanın ardından oküler ön kamaranın yapılarında bulunmuĢlardır. DNA lezyonları ise 

transkripsiyon ve replikasyon gibi esansiyel hücresel metabolik süreçleri 

engelleyebilmektedir (78, 79).  

UV-A'nın %45'ini absorbe eden korneanın hastalığı incelendiğinde, UV ıĢınlarına 

maruziyet (UV-A ve UV-B) ile pterjiumun iliĢkisi saptanmıĢtır (80, 81). UV-A 

radyasyonundan sonra pterjium fibroblastlarında MMP aktivasyonundan, doku 

degredasyonundan ve tümör hücresi invazyonundan sorumlu olan ürokinaz tipi 

plazminojen aktivatörünün (uPA) aktivitesinin ve mRNA seviyesinin arttığı rapor 

edilmiĢtir (82-84). Pterjium hücreleri ile yapılan çalıĢmalarda hem epitelyal hem de 
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stromal fibroblastların, MMP-1 ve MMP-2'nin remodellemesi ve bağ doku 

degredasyonu ile ilgili molekülleri eksprese ettiği gösterilmiĢtir. Her iki hücre tipinin de 

bazal membranın ve Bowman tabakasının dissolüsyonuna katkıda bulunabileceğini 

düĢündürmektedir (85-87). Genel olarak bu çalıĢmalar ile tek baĢına UV-B‟den daha 

çok, pterjium ve geniĢ bant UV radyasyonu arasındaki iliĢki gösterilmiĢtir. 

2.4.3.2. Viral enfeksiyon  

Detorakis ve ark. (88) göre pterjium oluĢumu; çevresel faktörlerin, genetik yatkınlığın 

ve viral enfeksiyonların rol oynadığı çok adımlı bir süreci kapsamaktadır. Bu model, 

pterjium örneklerinde insan papilloma virüsü (HPV), sitomegalovirüs (CMV) ve herpes 

simpleks virüsü (HSV) dahil olmak üzere çeĢitli onkojenik virüslerin saptanmasıyla 

desteklenmiĢtir. HPV virüsü, p53'ü inaktive eden proteinleri kodlayarak, kromozomal 

instabiliteye yol açmakta ve hücrenin maligniteye doğru evrilme olasılığını 

arttırmaktadır (89-91). DeğiĢik araĢtırma gruplarının yaptığı çalıĢmalarda HPV‟nin 

pterjiumda en sık rastlanan virüs olduğu ve HPV prevalansının toplumlara göre 

değiĢmekte olduğu gösterilmiĢtir. En düĢük prevalans sırasıyla Türk, Japon ve 

Ekvadorlu (%0, %4.8 ve %21‟dir); en yüksek ise Ġtalyan, Brezilyalı ve Ġngiliz (%100, 

%58,3 ve %50) hastalarında görülmüĢtür (92-96).  

2.4.3.3. Kalıtım 

Pterjiumun baĢlangıcı ve devamlılığı için kalıtsal yatkınlığın temel olduğu ileri 

sürülmüĢtür. Anguria ve ark. (97) pterjium geliĢiminde kalıtsal yatkınlığın rolünü 

özetlemiĢ olup pterjium kalıtımının otozomal dominant olduğunu öne sürmüĢlerdir. 

Ayrıca pterjium büyüklüğünün ve ciddiyetinin kalıtsal faktörler tarafından 

belirlenmesini ve bunun multifaktörel bir kalıtım olduğunu iddia etmiĢlerdir. Ġki tip gen; 

inhibitör smad proteinleri ve smurf proteinlerinin inaktif olmasının pterjium oluĢumuna 

yatkınlık göstereceği rapor edilmiĢtir (97). 
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2.4.3.4. Epigenetik faktörler 

Rezeksiyon sonrası pterjium; hücre proliferasyonu, invazyon ve rekürrens dahil olmak 

üzere kanser ile benzerlikler göstermektedir. Pterjiumda artmıĢ proliferatif aktivite (Ki-

67, proliferasyon hücre nükleer antijeni (PCNA) ve eritropoietin), hücresel apoptoz 

(Bcl-2 ve p53)‟un düĢük seviyesi gösterilmiĢtir ayrıca sağlıklı konjonktiva ile 

karĢılaĢtırıldığında pterjium epitel hücre tabakasında malignite (Hsp90) ile iliĢkili 

proteinlerin aĢırı eksprese olduğu rapor edilmiĢtir (98-101). Belirtilen proteinlerin farklı 

kanser türlerinde arttığı bulunmuĢ olup tümörün proliferatif aktivitesinin 

değerlendirilmesi için de bu proteinler kullanılmıĢtır (102, 103). DNA metilasyon 

paternlerindeki dramatik değiĢiklikler, birçok kanser türünde yaygındır. Kanser ile 

pterjium arasında var olan benzerlikler nedeniyle pterjiumun metilasyon paternleri 

üzerine bazı çalıĢmalar yapılmıĢtır. Matriks remodelleme (MMP-2, hipometilasyon) ve 

hücre adezyonu (TGM-2 ve CD24 hipermetilasyonu) ile ilgili genlerin anormal DNA 

metilasyonu, pterjium invazyonu ile yüksek derecede iliĢkili bulunmuĢtur (60). Ayrıca 

tümör baskılayıcı gen p16'nın hipermetilasyonu, pterjiumdaki DNA metiltransferaz 

3b'nin (DNMT3b) aĢırı ekspresyonu ile iliĢkilendirilmiĢtir. Bu epigenetik 

modifikasyonlar, pterjiumun patogenezi ile ilgili önemli genlerin kontrolsüz 

ekspresyonuna veya süpresyonuna neden olabilen DNA mutasyonlarına bir alternatiftir. 

UV radyasyonunun neden olduğu oksidatif stresin, anormal DNA metilasyon 

paternlerinden sorumlu olabileceği düĢünülmektedir (17). 

2.4.3.5. Hücre proliferasyon faktörleri 

Pterjium bazal epitelyal hücreleri, artan proliferasyon oranı ve düĢük veya ihmal 

edilebilir apoptozis ile iliĢkili moleküler markerler ortaya koymaktadır. Proliferasyon ile 

iliĢkili yolakların pterjium oluĢumunda anahtar rol oynadığı öne sürülmektedir (98, 

100). Biyolojik süreçleri modüle etmek için diğer proteinlerle etkileĢime giren dimerik 

kalsiyum bağlayıcı proteinler olan S100 ailesinin pterjium patogenezindeki rolü son 

zamanlarda bildirilmiĢtir. Oküler yüzeyde S100 proteinlerinin yapısal proteinlere, 

transkripsiyon faktörlerine ve immün modülatörlere bağlanması; adezyonu, immün 

hücrelerinin korneanın bazal membranları üzerinde migrasyonunu ve immün 

efektörlerinin veya antikor üretiminin aktivasyonunu, MMP'ler ve pro-inflamatuar 

sitokinlerin üretimini etkilemektedir. Daha önceki çalıĢmalarda insan pterjium epitel 

örneklerinde normal konjonktivaya göre S100A6, S100A8, S100A9 ve S100A11 

proteinlerindeki artıĢ gösterilmiĢtir (104, 105). 
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Ġki pro-apoptotik marker olan TUNEL ve Bax, pterjiumun epitelyal bazal tabakasında 

anlamlı ölçüde eksprese olduğu; anti-apoptotik protein Bcl-2'nin tüm pterjium 

dokusunda geniĢ bir alana dağıldığı gözlenmiĢtir (106). Pterjiumun baĢ kısmında pro-

apoptotik proteinlerin yokluğu proliferatif davranıĢı ile korelasyon göstermektedir. 

Ayrıca UV-B maruziyetinin neden olduğu oksidatif stresin, bir antiapoptotik protein 

olan survivinin ekspresyonunu indüklediği gösterilmiĢtir (107). Hücre 

proliferasyonunun ana kontrol noktalarından biri olan tümör süpresör p53‟ün pterjium 

geliĢimindeki rolü araĢtırılmıĢ olup pterjium bazal epitelinde p53 artıĢı bildirilmiĢtir 

(108-110). Bazı çalıĢmalar p53'teki mutasyonların normal pro-apoptotik fonksiyonunu 

inhibe etme olasılığını düĢündürmektedir (110-112). BaĢka bir tümör baskılayıcı protein 

olan p16'nın muhtemelen promoter bölgesinin hipermetilasyonu ile down-regüle 

edildiği bulunmuĢtur (113). Ayrıca pterjiumun, aktif hücre döngüsünün markerları olan 

siklin-D1 ve Ki-67 için pozitif olarak daha yüksek sayıda hücre içerdiği ve bir hücre 

döngüsü inhibitörü olan p27 için daha az sayıda pozitif hücre olduğu bildirilmiĢtir 

(100). Telomeraz aktivitesinde bir artıĢ da pterjium dokusunun epitelyumunda 

bildirilmiĢtir (114). Bu bulgular pterjiumun apoptozun anormal regülasyonunun bir 

sonucu olabileceğini düĢündürmektedir. 

2.4.3.6. Ġnflamatuar mediyatörler ve büyüme faktörleri 

Kökeni ne olursa olsun pterjium geliĢiminde inflamatuar mediyatörler anahtar faktörler 

olarak düĢünülmektedir. UV-B radyasyonuna bağlı pterjiumda anjiyogenezis, hücre 

farklılaĢması, doku invazyonu ve inflamasyonda rolü olan IL-1, IL-6, IL-8 ve tümör 

nekroz faktör (TNF)-α sitokinlerinin aĢırı eksprese olduğu bulunmuĢtur (115, 116). 

Ġnflamasyon kaskadının önemli molekülü olan COX-2‟nin aĢırı eksprese olduğu, 

prostaglandin üretiminin artıĢından sorumlu olabileceği düĢünülmüĢtür (117). Ayrıca 

inflamasyon ve hücre farklılaĢmasında rolü olan fosfolipaz D ve ekstrasellüler matriks 

(ECM) modülatörlerin regülasyonunda rolü olan sistatin C (sistein proteaz 

inhibitörü)‟nin aĢırı ekspresyonu rapor edilmiĢtir (118, 119). Nükleer faktör κB (NFκB) 

yolağının da insan pterjium dokusunda aktive olduğu bulunmuĢ olup pterjium ve 

sağlıklı konjonktiva dokularının nükleer ekstraktlarında yapılan bir çalıĢmada 

pterjiumda daha yüksek NFκB proteinleri saptanmıĢtır (120). NFκB; inflamatuar 

hücrelerin pterjium dokusuna migrasyonu, hücrelerin motilitesi ve invazyon yeteneğini 

arttırmak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ve hücre döngüsü proteinlerinin 

ekspresyonunu etkilemek gibi çeĢitli biyolojik etkilere sahip olup pterjium patogenezine 
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bu Ģekilde katkı yapmaktadır (121-123). Bütün bu inflamatuar mediyatörler pterjiumun 

primer oluĢumdan daha çok geliĢiminin bir sonucudur. Bununla birlikte, hastalığın 

devam etmesinde önemli olan bu moleküller patojenik faktör olarak düĢünülmektedir. 

Pterjium patogenizinde; bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF, basic fibroblast 

growth factor), trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF, platelet-derived growth 

factor), bağ doku büyüme faktörü (CTGF, connective tissue growth factor), transforme 

edici büyüme faktörü- β (TGF-β, transforming growth factor-beta), vasküler endotelyal 

büyüme faktörü (VEGF, vascular endothelial growth factor), insülin benzeri büyüme 

faktörü bağlayıcı protein-2 (IGFBP-2, insulin-like growth factor binding protein-2), 

pigment epitelyum kökenli faktör (PEDF, pigment epithelium-derived factor) gibi 

büyüme faktörlerinin de rolü olduğu düĢünülmektedir. Heparin bağlayıcı epidermal 

büyüme faktörü (HB-EGF, heparin-binding epidermal growth factor), pterjiumda hücre 

migrasyonunu indükleyici olduğu ve ayrıca HB-EGF, bFGF ve VEGF‟nin UV-B 

radyasyonu sonrası upregüle olduğu gösterilmiĢtir (40, 124, 125). VEGF, COX2 ile 

birlikte, pterjium makrofajlarında bulunmuĢ olup anjiyogenez, kollajen birikimi ve 

pterjium büyümesinde bir rolü oldukları düĢünülmektedir (126). Pterjium dokularında, 

anjiyogenezis inhibitörü olan PEDF‟nin azaldığı ve IGFBP-2‟nin ise arttığı gözlenmiĢtir 

(40, 127). PDGF, CTGF ve TGF-β‟nın pterjiumda ekspresyon artıĢı gösterilmiĢtir (124, 

128). 

Pterjiumun inflamatuar süreçleri; disregüle ve uygunsuz doku remodellemesini, 

fibroproliferasyonu, artmıĢ vaskülarizasyonu ve ekstrasellüler matriks (ECM)‟in 

birikmesini indükleyen reaktif yara oluĢumunu tetikleyebilir (13). Organ onarımının up-

regülatörü olan stromal türev faktör (SDF-1, stromal derived factor) reseptörü (CXCR-

4)‟nün pterjiumların stromasında aĢırı eksprese olduğu bildirilmiĢtir (129). 

2.4.3.7. Ekstrasellüler matriks (ECM) modülatörleri 

Pterjiumda ECM remodellemesi meydana gelmektedir ve bu hastalığın karakteristik bir 

özelliği olarak kabul edilmektedir. Bu süreçte proliferatif hücreler farklı büyüme 

faktörlerine ve sitokinlere eriĢerek migrasyonu koruyan kollajen engelleri 

aĢabilmektedir. ECM remodellemesinde farklı proteazlar görev almakta olup bunlardan 

biri MMP‟lerdir. MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 ve MMP-9‟un pterjiumun baĢ 

kısmında özellikle migrasyon ve proliferasyonun ana noktasında ekspresyonunun arttığı 

saptanmıĢtır (86, 130, 131). Hücre dıĢı matris remodellemesini arttıran 
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Transglutaminaz-2 (TGM2, Transglutaminase-2) ve MMP-2'nin anormal DNA 

metilasyonuna sahip olduğu bulunmuĢ olup pterjium patogenezinin esansiyel ECM 

genlerinin metilasyon durumu ile iliĢkili olabileceğini düĢündürmektedir (60). MMP 

inhibitörleri (TIMPs, tissue inhibitors of metalloproteinases)‟nin pterjium örneklerinde 

yüksek ekspresyonu gözlenmiĢtir. Yüksek seviyelerde MMP'ler ile birlikte bu 

proteinlerin pterjiumu karakterize eden matriks turnover ve infiltrasyonunda aktif rol 

oynadığı düĢünülmektedir (132). Bu proteinazların ve inhibitörlerinin ekspresyon 

seviyeleri, pterjiumun oluĢum ve yayılma hızına aracılık etmektedir. 

2.4.3.8. Anjiyogenezis ve lenfanjiyogenezis 

Sağlıklı yetiĢkin organizmada yara iyileĢmesi sırasında anjiyogenez geliĢimi gözlenir. 

Patolojik koĢullar altında anjiyogenez disregüle edilmiĢ gibi görünmektedir. Malignite-

transforme hücreler, neovaskülarizasyonun parakrin kontrolünü ve otokrin büyüme 

kontrolünü indükleyen anjiyogenik faktörler üretmektedirler (133). Ġnflamasyonun 

neovaskülarizasyon ile sonuçlanabilen ve pterjium büyümesine katkıda bulunabilecek 

anjiyogenik yolaklara neden olduğu bilinmektedir (17).  

Pterjiumda bulunan anjiyogenik stimulasyonun; yüksek seviyelerde VEGF, düĢük 

seviyelerde trombodopsin-1 (TSP-1) ve P maddesinde azalma ile iliĢkili olduğu ve 

bunun anjiyogenik aktiviteyi indükleyen proto-onkogen ETS-1 transkripsiyon 

faktörünün aktivitesini doğrudan arttırdığı gösterilmiĢtir (134-136). 

VEGF, anjiyogenez sırasında endotelyal hücrelerin daha fazla hareket ve proliferasyonu 

için gerekli bir iĢlem olan bazal membran degradasyonunun ilk basamağında bir 

kemokin olarak görev yapar ve daha sonra tübül benzeri yapılar geliĢtirirler (137). TSP-

1, anti-anjiyogenik bir faktör olarak iĢlev gören çok fonksiyonlu bir trombosit ve ECM 

proteinidir (138). Pterjiumda bulunan azalmıĢ seviyeleri anjiyogenez indükleyici olarak 

bulunmuĢtur (134).  

Nitrik oksit (NO) üretiminde artıĢ sağlayan indüklenebilir nitrik oksit sentazın (iNOS), 

VEGF ile birlikte aĢırı eksprese olduğu bulunmuĢtur ve bu durum anjiogenik 

stimülasyona neden olmaktadır (139).  



 

23 

 

UV-ıĢığı ile indüklenen timin dimerleri, primer ve rekürren pterjium patogenezinde 

anjiyogenez ile iliĢkilendirilmiĢtir. Primer ve rekürren pterjiumun kan ve lenfatik 

damarlarının yanı sıra özellikle fibrovasküler dokunun vasküler ağında timin dimerleri 

saptanmıĢtır (73). 

Son zamanlarda, lenfanjiyogenezin pterjiumda oluĢtuğu ve geliĢtiği gösterilmiĢtir. 

Lenfatik damarların çokluğu ile pterjium Ģiddeti arasındaki iliĢki bulunmuĢtur (140). 

Unilateral nazal pterjiumun farklı aĢamasına sahip hastaların dahil edildiği bir 

çalıĢmada pterjium dokusunda kan ve lenfatik mikrodamar yoğunluğunun anlamlı 

olarak arttığı bulunmuĢtur. Ayrıca cerrahi örneklerde artmıĢ lenfatik mikrodamar 

yoğunluğunun pterjium nüksünü öngördüğü rapor edilmiĢtir (140). 

2.4.3.9. Ġmmünolojik mekanizmalar 

Ġmmün sistemin pterjium geliĢiminin hem patogenezinde hem de oluĢumunun bir 

sonucu olarak doğrudan iliĢkili olabileceği bildirilmiĢtir. Pterjiumda vasküler hücresel 

adezyon molekülü-1 (VCAM-1), intrasellüler adezyon molekülü-1 (ICAM-1) ve insan 

lökosit antijeni-DR (HLA-DR) dahil olmak üzere immünolojik aktivite markerlarının 

seviyeleri arttığı rapor edilmiĢtir (141). Ayrıca pterjium dokularında ICAM-2 ve ICAM-

3‟ün gen ve protein ekspresyonlarında anlamlı bir artıĢ saptanmıĢtır (142). Pterjium 

mast hücrelerinde, lenfositlerde, plazma hücrelerinde, dendritik hücrelerde ve CD4+ ve 

CD8+ T hücrelerinde bir artıĢ gösterilmiĢtir (143, 144). Pterjiumda T-lenfositleri, B-

lenfositleri ve makrofajları ile ilgili yapılan bir çalıĢmada T-lenfositlerin pterjiumun bağ 

dokusunda çoğunluğu oluĢturduğu bildirilmiĢtir. Ġnflamatuar sürecin yoğunluğu antijen 

seviyelerine bağlı olarak değiĢirken makrofaj tipi hücreler pterjium dokusunda düzensiz 

olarak dağılmaktadır. Ġmmün hücre infiltrasyonunun subepitelyal bölgede ve epitel 

tabakanın erozyona uğradığı alanlarda daha fazla olduğunun gösterilmesiyle inflamatuar 

sürecin; hücre proliferasyonundan, anjiyogenezden veya pterjium nüksünden sorumlu 

olmadığı fikrini ortaya çıkarmıĢtır (145). 

2.4.3.10. Epitelyal-mezenkimal transisyon 

Kanser hücrelerinin yaygın bir özelliği olan epitelyal-mezenkimal transisyon (EMT), 

epitelyal hücrelerin fenotipini, hasar görmüĢ dokudan fibroblastik hücrelere değiĢtirdiği 

fenomen olarak adlandırılır. Pterjium dokuları ile yapılan bir çalıĢmada temel bir EMT 

stimülatörü olan doku faktörü (TF) için immünoreaktivite bulunmuĢtur. Bazal, 
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suprabazal ve yüzeyel epitel hücrelerinin sitoplazmasında daha yüksek ekspresyon 

seviyeleri ile TF-immün pozitif hücreler saptanmıĢtır. Ek olarak pterjial epitelyal 

hücrelerde klasik bir EMT iĢareti olan bir alfa-düz kas aktin (α-SMA, smooth muscle 

actin)'in protein ekpresyonu tespit edilmiĢtir. Bu sonuçlar, epitel hücrelerinin 

mezenkimal fenotip ekspresyonu olan TF'ye dönüĢtüğünü göstermektedir. Hücre-hücre 

adezyonunu düzenleyen proteinler olan E-kaderin‟in downregülasyonu ve β-kateninin 

intranükleer birikimi de immünohistokimyasal olarak pterjium epitelyumunda tespit 

edilmiĢtir (146, 147). E-kaderin down regülasyonu EMT boyunca majör bir yolaktır ve 

kanonik β-katenin sinyal yolağı da EMT için gerekli olup sıklıkla kanserde aktive edilen 

bileĢendir (148). Pterjiumda EMT‟nin miRNA regülatörlerinin farklı ekspresyonları da 

gösterilmiĢtir. Yapılan son çalıĢmalarda EMT‟yi inhibe eden miR-200 ailesinin dört 

üyesinin pterjiumda down regüle olmasıyla,  pterjium patogenezinde potansiyel rol 

oynadığı düĢünülmüĢ ve bunun yeni bir terapötik hedef olabileceği belirtilmiĢtir (149). 

2.4.3.11. Kolesterol metabolizmasındaki değiĢiklikler 

Pterjium türevi fibroblastlarda, kolesterol metabolizmasında bir değiĢiklik gözlenmiĢtir. 

Hastalardan izole edilen primer pterjium hücrelerinde intrasellüler kolesterol 

metabolizmasında artan bir aktivite gösterilmiĢtir. Ek olarak insan örneklerinden izole 

edilen pterjium fibroblastlarında, kolesterol biyosentezinin hız sınırlayıcı enzimi olan 

hidroksil-metilglutaril-koenzim-A (HMG-KoA) redüktaz ve düĢük dansiteli lipoprotein 

(LDL) reseptörünün mRNA düzeylerinin arttığı bulunmuĢtur (150, 151). Kolesterol 

metabolizmasını değiĢtiren ilaçlar olan everolimus ve pioglitazonun pterjium fibroblast 

proliferasyonunu ve ayrıca hücre içi kolesterol homeostazını regüle eden açil koenzim 

A kolesterol açil transferaz seviyesini düĢürdüğü gösterilmiĢtir (152). Bu çalıĢmaların 

neticesinde topikal ilaçların kullanılmasıyla; kolesterol ester metabolizmasının 

modülasyonu sağlanarak pterjium proliferasyonunun engellenebileceği 

düĢünülmektedir.  

2.4.4. Pterjium tedavisi 

Pterjium, hastalık sürecinin erken döneminde genellikle asemptomatiktir. Ancak kuru 

göz belirtileri olan yanma, kaĢıntı ve sulanma meydana gelebilir. Hastalık ilerledikçe 

lezyonlar boyut olarak artmakta ve direkt olarak görme aksına doğru ilerleyerek 

indüklenmiĢ astigmatizmaya bağlı olarak görsel semptomlara neden olabilmektedir. Bu 

tabloda cerrahi müdahale gerekli olmaktadır. Pterjiumun eksizyonu, onarım için ilk 
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adımdır. Pterjiumda kullanılan cerrahi yöntemler; çıplak sklera (bare sclera), 

konjonktival otogreft (conjunctival autograft) ve amniyotik membran greft (amniotic 

membrane grafting) tekniği olarak adlandırılır. Çıplak sklera tekniği, skleral yatağın 

yeniden epitelize olmasına izin vererek pterjium bölgesini kesmekten ibarettir. Bu 

prosedür ile eksizyon yüzeyi üzerinde pterjium dokusunun küçük kısımları 

kalabilmektedir ve bu da yüksek bir nüks oranına neden olmaktadır (17). Yapılan bir 

meta-analiz sonucuna göre primer pterjiumun çıplak cerrahi tedavisini takiben pterjium 

rekürrens oranı, konjonktival otogreft yapılmadığı takdirde 6 kat; intra/postoperatif 

mitomisin C kullanılmadığı durumlarda ise 25 kat daha yüksek rapor edilmiĢtir (153). 

Bu nedenle greftin pterjium yerine transplantasyonu, yeni büyümenin önünde bir 

bariyer olarak kullanılmaktadır. Konjonktival otogreft yöntemi; bulber konjonktivadan 

bir otogreft elde edilmesini ve pterjium çıkarıldıktan sonra maruz kalan skleral yatağın 

üzerine greftin süturlanması iĢlemidir (Resim 2.2 ve Resim 2.3). Bu yöntem, uzun süreli 

etkinliğe sahip olup çıplak skleradan daha düĢük rekürrens oranları elde edilmektedir 

(154-156). Konjonktival otogreftler, sütur veya fibrin yapıĢtırıcı kullanılarak transplante 

edilir. Süturlar; postoperatif rahatsızlık, kronik inflamasyon ve granülom oluĢumu ile 

iliĢkilidir. Fibrin yapıĢtırıcı, plazmadan hazırlanan bir sentetik doku yapıĢtırıcısıdır ve 

ilk olarak 1993 yılında Cohen tarafından pterjium cerrahisi için tarif edilmiĢtir (157). Bu 

prosedür; komplikasyon oranlarını, postoperatif ağrı ve rahatsızlığı azalmaktadır, 

bununla birlikte daha pahalı olup ayrılma riskine de sahiptir (158, 159). 

 

Resim 2.2. Pterjium konjonktival otogreftin cerrahi iĢlemleri (160) 
 (A) Preoperatif pterjium (B) Pterjium baĢı ve subkonjonktival fibrovasküler doku ekzisyonu (C) 

Konjonktival otogreftin kornea üzerine çevrilmesi (D) Konjonktival otogreftin kornea üzerine 

yerleĢtirilmesi (E) Konjonktival otogreft ve çıplak sklera üzerine fibrin yapıĢtırıcısı uygulama (F) 

Konjonktival otogreftin çıplak skleraya yayılması 
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Resim 2.3. Primer pterjium eksizyonunun Ģematik basamakları ve konjonktival flep 

tekniği ile onarımı (161) 
 (A-C) Pterjium ekzisyonu (D-E) Transpozisyonel flep hazırlanması (F) Transpozisyonel flep 

transplantasyonu 

Pterjiumun cerrahi tedavisinde antiinflamatuar ve antifibrotik özelliklere sahip bir 

amniyotik membran kullanılır. Bu özellikleri sayesinde ECM üretimi ve skar 

oluĢumunun önüne geçilebilmektedir (162). Amniyotik membran, tipik olarak bazal 

membran yukarı ve stroma aĢağı bakacak Ģekilde çıplak sklera üzerine 

yerleĢtirilmektedir. Fibrin yapıĢtırıcısı ayrıca amniyotik membran greftinin altta yatan 

episkleral dokuya adezyonuna yardımcı olmak için kullanılır. Kullanımı güvenli ve 

etkili görünmektedir ve çıplak sklera ile karĢılaĢtırıldığında daha düĢük nüks oranlarına 

sahiptir (163, 164). Bununla birlikte, konjonktival otogreft tekniğine göre pterjium 

nüksünü önlemede bu yöntemin etkinliğine iliĢkin tartıĢmalı sonuçlar mevcuttur (165, 

166). 

Otolog nazal mukoza transplantasyonunun, kimyasal yanık hasarlı kornealarda oküler 

yüzey rekonstrüksiyonu için etkili olduğu kanıtlanmıĢtır (167). Bu tekniğin konjonktiva 

eksikliği olanlarda veya ciddi pterjium tedavisinde kullanılabileceği ileri sürülmüĢtür 

(17). Son zamanlarda yumuĢak doku rekonstrüksiyonu için kullanılan biyouyumlu bir 

floropolimer olan geniĢletilmiĢ politetrafloroetilenin (e-PTFE) intraoperatif insersiyonu, 

amniyotik membran ve konjonktiva arasına transplante edildiğinde pterjium nüksünü 

anlamlı ölçüde azalttığı gösterilmiĢtir (168). Cerrahi eksizyon yapıldıktan sonra 

pterjium nüksünü önlemek için adjuvan tedaviler kullanılmaktadır. En yaygın tedaviler: 

Mitomisin C (MMC), β-radyasyon ve 5-florourasil (5-FU)‟dir. MMC, keratositlerin ve 



 

27 

 

miyofibroblastların apoptozunu indükleyen bir anti-mitotik ajandır (169). MMC'nin 

intraoperatif uygulaması yüksek baĢarı oranıyla sonuçlanır, ancak ciddi 

komplikasyonlar bildirilmiĢtir. Kullanımı ile kornea ödemi, korneal perforasyon ve 

skleral kalsifikasyon dahil olmak üzere dozlarla iliĢkili kontrol edilmeyen Ģiddetli 

semptomlar görülmesi nedeniyle hasta seçiminde dikkatli olunmalıdır (170). 

Beta radyasyonu, orta penetrasyonu olan ve oküler dokunun dıĢ katmanlarında emilen 

bir ıĢımadır. Ġyonize radyasyonun oküler yapılara fokal olarak uygulanmasını sağlayan 

beta ıĢıması pratik bir yöntem olup fibroblast proliferasyonunu inhibe etmektedir (171). 

Cerrahi eksizyondan 24 saat sonra baĢlayan erken postoperatif β-radyasyon 

uygulanması etkili ve güvenli olup semptomları iyileĢtirmekle birlikte kemoterapötik 

ajanlar, konjonktival otogreft ve tek baĢına basit eksizyon ile karĢılaĢtırıldığında daha 

iyi kozmetik sonuçlar sağlamaktadır (172-174). 

5-FU, hücre döngüsünün S fazında DNA sentezini inhibe eden bir pirimidin analoğudur. 

Fibroblast gibi hızla çoğalan hücreleri ve migrasyonu etkilemektedir (175). 5-FU‟nun 

pterjium nüks oranını azaltmada güvenli ve etkili olduğu kanıtlanmıĢtır. Ancak rekürren 

vakalarda aĢırı neovaskülarizasyon ile kabul edilemez bir kozmetik görünüm 

geliĢebilmektedir (176). 

Etanol, dokularda peptidlerin ve proteinlerin denatürasyonuna neden olmaktadır ve 

bazal membranı bölerek korneal epitelyal hücreler arasındaki hemidesmozom (epitel 

hücrelerinin altta yatan bazal membrana stabil adezyonunu kolaylaĢtıran protein yapılar) 

kavĢaklarını yok etmektedir. Ġntraoperatif etanol tedavisinin pterjium nüksünü en aza 

indirdiği, kısa süreli uygulandığında yüksek düzeyde kozmetik memnuniyeti sağladığı 

gösterilmiĢtir (177). Son zamanlarda düĢük nüks oranları olan ve intraoperatif 

komplikasyonları olmayan basit bir prosedür ile pterjiumun çıkarılmasında tek baĢına 

etanol kullanımı bildirilmiĢtir ve pterjium tedavisi için umut verici bir alternatif gibi 

görünmektedir (178). 

Bevacizumab, endotelyal hücrelerin VEGF ile indüklenen proliferasyonunu inhibe eden 

rekombinant insan kaynaklı monoklonal bir immünoglobulindir. Pterjiumda VEGF'nin 

aĢırı ekspresyonu, araĢtırmacıları pterjium nüksünün önlenmesinde anti-VEGF 

tedavisine yönlendirmiĢtir. Subkonjonktival bevacizumabın tek doz (12.5 mg/0.5 ml) 
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postoperatif uygulamasının iyi tolere edildiği ve korneal kan damarlarının sayısını ve 

çapını azalttığı ama bu olumlu etkinin geçici olduğu bildirilmiĢtir (179). Diğer yapılan 

çalıĢmalarda ise bevacizumab tedavisinden sonra fibrovasküler doku sıklığında bir 

azalma olduğu ama tedavi edilen ve tedavi edilmeyen gruplar arasındaki seviyelerde 

istatistiksel olarak anlamlı farklılık olmadığı bildirilmiĢtir (180, 181). 

Doksisiklin; geniĢ spektrumlu bir antibiyotik olup inflamasyonu, proteolizi, 

anjiyogenezi ve apoptozu etkileyen biyolojik özelliklere sahiptir (182-184). Karsinom 

hücre hatları ve hayvan karsinojenez modellerinde doksisiklinin MMP'leri inhibe ederek 

tümör büyümesini inhibe edebileceği gösterilmiĢtir. Yapılan bir araĢtırmaya göre 

doksisiklinin deneysel pterjiumda lezyon büyümesini engellediği de gösterilmiĢ olup 

doksisiklin tedavisi sonrası pterjiumun anterior segmentinde histolojik gerileme 

gözlenmiĢtir (185). Doksisiklinin mitokondriyal gen ekspresyonu, endoplazmik 

retikulum stres yolağı, ECM ile ilgili genler, büyüme faktörleri, interlökinler ve hücre 

döngüsü ile iliĢkili proteinler gibi hücre içi yolakları indükleyerek pterjiumda güçlü bir 

doza bağımlı cevap oluĢturduğu gösterilmiĢtir (186). Tedavi edilmemiĢ primer pterjium 

hastalarında oral doksisiklinin kullanımının pterjium büyüklüğünün kontrolünde etkili 

olduğu rapor edilmiĢtir (187). 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalarda çeĢitli bileĢikler, pterjium fibroblastlarında in 

vitro antiproliferatif aktivite göstermiĢtir. Poliamin analoğu (S)-N1-(2-methyl-1-

butyl1)-N11-ethyl-4,8-dazaundeane (IPENSpm) bileĢiğinin N1-asetiltransferaz 1 

(SAT1) inhibisyonu ile primer kültür hücrelerinde migrasyonu azalttığı gösterilmiĢtir 

(38). Antiproliferatif etkileri olan tetrandrine alkaloidi pterjium fibrolastlarında PCNA 

ekspresyonunu azalttığı ve doz-zaman bağımlı olarak apoptozu indüklediği 

kanıtlanmıĢtır (188). Kurkumin bileĢiğinin de PCNA inhibisyonu ile pterjium fibroblast 

proliferasyonu üzerinden direkt inhibitör etkisi gösterilmiĢtir (189).  

2.5. Rho Proteinleri 

Rho proteinleri, monomerik GTPazların Ras süperfamilyasının Rho altfamilyası 

üyeleridir. Rho geni ilk olarak 1985‟de bir deniz salyangozu olan Aplysia‟dan bir Ras 

homoloğu olarak klonlanmıĢtır (190). Rho GTPaz ailesi 20 üyeye sahiptir. Bunlar 

arasında RhoA, Rac1 ve Cdc42 en iyi karakterize edilenlerdir. Rho proteinleri, küçük 

GTPaz süper ailesinin tüm üyeleri gibi guanozin trifosfat (GTP) bağlı (aktif) ve 
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guanozin difosfat (GDP) bağlı (inaktif) durumlar arasında geçiĢ yaparak hücresel 

süreçleri kontrol ederler ve moleküler anahtar iĢlevi görmektedirler (23). Rho 

proteinlerinin temel iĢlevi; hücre iskeletinin yeniden biçimlenmesini ve hücre 

migrasyonunu kontrol etmektir. Bununla birlikte basit bir GTPaz döngüsünün Rho 

proteinleri tarafından baĢlatılan çeĢitli fonksiyonlar ve sinyaller ile açıklanamayacağı 

gösterilmiĢtir. Son bulgulara göre mikroRNA'lar tarafından post transkripsiyonel 

regülasyonu, ubikitinasyon, palmitolasyon ve fosforilasyon gibi ek düzenleyici 

mekanizmaların Rho GTPazların düzenlenmesine daha fazla katkıda bulunabileceği 

gösterilmiĢtir (191-194). 

Rho GTPazlar; hücre büyüklüğünün, proliferasyonun, apoptozun, hücre polaritesinin, 

hücre yapıĢmasının, hücre motilitesinin ve membran trafiğinin düzenlenmesinde çok 

önemli rol oynamaktadır (23). Rho GTPaz‟lar pro-inflamatuar sitokinler tarafından 

ortaya çıkarılan inflamatuar yanıtı da kontrol eden önemli sinyal bileĢenleridir (195). 

Rho GEFs (guanine nucleotide exchange factors), GAPs (GTPase-activating proteins) 

ve GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors), Rho GTPazların ana 

düzenleyicileridir (196) (ġekil 2.8). GTPaz döngüsü, Rho GTPazın alt yolak efektörleri 

ile etkileĢimine neden olan biyolojik fonksiyonlar için esansiyeldir (197, 198). 

Rho-associated coiled-coil-forming kinase (ROCK), bir serin/treonin kinazdır ve Rho 

GTPaz‟ın majör alt yolağı efektörlerinden biridir. GTP bağlı formunda Rho-GTPaz; 

spesifik alt yolak efektör proteinleri olan ROCK, aktin polimerizasyon regülatörleri ve 

adaptör proteinleri ile etkileĢim gösterir. Rho/ROCK yolağı, aktin stres lifleri ve fokal 

adhezyonun oluĢumunda ve aktomiyozin hücre iskeleti organizasyonunun 

regülasyonunda, hücre adhezyonunda, hücre morfolojisinde, hücre motilitesinde, düz 

kas kontraksiyonunda, nöronal yapı ve sitokinezde önemli fonksiyonlara sahiptir (199, 

200) (ġekil 2.9). ROCK1 (ROCKβ) ve ROCK2 (ROCKα) olmak üzere iki izomeri 

vardır. Her iki ROCK proteinleri birçok dokuda her zaman eksprese edilir. ROCK1 

enzimi karaciğer, akciğer ve testis dahil olmak üzere nöronal olmayan dokularda; 

ROCK2, beyin ve kaslarda yüksek seviyelerde bulunmaktadır (201, 202). Rho ve 

ROCK, optik sinir ve retinal gangliyon hücrelerinde de yüksek oranda eksprese 

edilmektedir (203). Limbal-korneal epitel transisyonu, ROCK1 ekspresyonunun artıĢı 

ile iliĢkilendirilmiĢtir. Ayrıca ROCK sinyallerinin; kornea yara iyileĢmesi 
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mekanizmalarında rol oynadığı, ROCK izoformlarının ekspresyonunun ve 

aktivasyonunun arttığı in vitro ve in vivo çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (204, 205). 

Bazı hastalıkların tedavisinde kullanmak amacıyla Rho/ROCK yolağını bloke eden 

ROCK inhibitörleri geliĢtirilmiĢtir. Bunlardan fasudil, serebral vazospazm; ripasudil ve 

netarsudil ise glokom tedavisinde kullanılmaktadır (206-208). 

 

ġekil 2.8. Rho proteinleri aktivasyonu (209) 
GEFs (Guanine-nucleotide exchange factors); GAPs (GTPase-activating proteins); GDIs (Guanine-

nucleotide dissociation inhibitors) 
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ġekil 2.9. Rho/ROCK yolağı mekanizması (210) 

RhoA, RhoB ve RhoC proteinleri aynı hücresel fonksiyonlara sahip olup benzer amino 

asit diziliĢi gösterirler (199, 200). Rho proteinlerinin birçok fonksiyonu RhoA ile 

yapılan çalıĢmalarla belirlenmiĢtir. RhoA, vücutta en fazla bulunan ve en çok çalıĢılan 

bir Rho proteini alt tipidir (24). RhoA, RhoB, RhoC proteinlerin, translasyon sonrası 

korunan C-terminal sistein kısmı prenilasyon ile modifiye edilir (211). Bu 

modifikasyon, hücre büyümesi, transformasyonu ve hücre iskeleti organizasyonu için 

gereklidir (212). Rho poteinlerinin prenil grupları arasında farklılık vardır. Bu farklılık, 

onların lokazisyonunu yansıtmaktadır. RhoB temel olarak geç endozom ve 

lizozomlarda; RhoA, RhoC ise çoğunlukla sitoplazmada veya plazma membranında 

bulunur (213).  

RhoA, aktin hücre iskeleti yapısının stres lifleri aktivitesinden sorumludur (200). RhoA, 

regülatör miyozin hafif zincirin fosforilasyonu ile aktomiyozin kontraktiliteyi stimüle 

eder (214). RhoA, Dia proteinleri olarak bilinen „diaphanous-related‟ formin 

proteinlerinin aktivasyonu yoluyla aktin polimerizasyonunu direkt olarak stimüle eder. 

Dia proteinleri, Rho ile indüklenen stres lifleri formasyonuna aracılık için ROCK 

enzimleriyle beraber hareket eder (215). G12/13 protein aktivasyonunun Rho/ROCK 

sinyal yolağını aktive ettiği bilinmektedir (216, 217).  

RhoB proteini; kararsız, stabil olmayan bir moleküldür, RhoA‟ya %85 oranında yapı 

olarak benzemektedir, oksidatif strese cevap veren hücrelerde ve akciğerde yüksek 
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oranda eksprese edilir (218). RhoB, EGF ve PDGF gibi büyüme faktörleri ve DNA 

hasarı veren ilaçlar, UV ve reaktif oksijen türleri (ROS) ile ekspresyonu indüklenen Rho 

GTPaz‟dır (26, 27, 219). RhoB, hipoksik ve genotoksik stres ile aktive edilmektedir 

(220, 221). RhoB, hipoksiyle indüklenen faktör-1α ve NFκB‟nin aktivasyonunda rol 

oynamaktadır (219, 220, 222). RhoB‟nin hücre döngüsünün G1 ve S fazında büyüme 

faktörleri tarafından upregüle edildiği rapor edilmiĢtir (223). RhoB, sitokin 

reseptörlerinin ve büyüme faktörlerinin degredasyonunu regüle eder (224-229). RhoA 

ve RhoC‟nin aksine RhoB, büyüme inhibitörü etkisi göstermektedir (230, 231). RhoB 

ekspresyonunun tümörlerde down regüle olduğu saptanmıĢtır (232). 

RhoB, stres ile indüklenen apoptoz ve antineoplastik aktivitede kritik bir role sahiptir. 

RhoB delesyonu, stresle stimüle edilen embriyonik fibroblastların cevabını tehlikeye 

düĢürmektedir. RhoB‟nin stres cevabı prenilasyon durumuna bağlıdır (233). Bu, 

RhoB‟nin hücre yaĢamında negatif bir moderatör olarak davranabileceğini 

düĢündürmektedir (234). RhoB‟nin genetik delesyonu farelerde geliĢimi etkilememiĢtir; 

fakat geç baĢlayan retinal vaskülarizasyona yol açtığı bildirilmiĢtir (235). 

Rho GTPaz‟lar, pro-inflamatuar sitokinler tarafından ortaya çıkarılan inflamatuar yanıtı 

kontrol eden önemli sinyal bileĢenleridir (195). Pro-inflamatuar mediyatörler TNF-α, 

IL-1β ve bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) RhoA ekspresyonunu değiĢtirmezken; insan 

endotel hücrelerinde RhoB ekspresyonunu stimüle ettiği gösterilmiĢtir (236). 

RhoC kanser geliĢimi ile iliĢkilidir (237). RhoC, malign pankreatik duktal 

karsinomalarda, inflamatuar meme kanseri tümörlerinde ve metastatik melanomalarda 

up-regüle olur (238-240). Ayrıca RhoC, insan epitel hücrelerindeki anjiyojenik 

faktörlerin ekspresyonunu indükler ve bu da tümör vaskülarizasyonunu 

kolaylaĢtırmaktadır (241).  

RhoD, hücre membranında lokalize olmaktadır. Ayrıca RhoD sitoplazma boyunca 

vezikül benzeri yapılarda da bulunur. RhoD vezikül yapıların fonksiyonunda ve 

formasyonunda rolü olmakla birlikte hücre migrasyonunda negatif etkiye sahip 

olduğunu gösteren birçok gözlem vardır. RhoD, iki farklı aktin iliĢkili hücresel iĢlemin 

regülasyonundan sorumludur. Birincisi, erken endozomların aktin bağımlı transportunu 
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regüle etmesidir (242). Ġkincisi, aktin stres liflerinin ayrılmasını ve fokal adhezyonunun 

bozulmasını sağlayıp hücre motilitesini inhibe etmesidir (243, 244).  

RhoE‟nin endotel hücrelerinde RhoB ekspresyonunu indüklediği, RhoA‟ya zıt yönde 

etki gösterdiği, ROCK1‟e bağlanarak fosforilasyonunu inhibe ettiği bilinmektedir (245-

247). UV radyasyon, RhoE mRNA ve protein düzeylerini arttırmaktadır (28). Mide, 

kalın bağırsak, akciğer ve meme karsinomalarda RhoE ekspresyonun azaldığı, 

RhoE‟nin aday bir tümör baskılayıcı protein olabileceği ve kanser gen terapisinde yeni 

bir hedef olabileceği bildirilmiĢtir (248).  

2.6. Rac Proteinleri 

Ras proteinleri, monomerik küçük GTPaz‟ların (20-25 kDa) büyük bir süper ailesidir. 

Ras proteinleri; hücre siklüs progresyonu, hücre yaĢamı, aktin hücre iskeleti 

organizasyonu, hücre polaritesi ve hareketi, veziküler ve nükleer transport dahil olmak 

üzere çeĢitli hücre iĢlemlerini regüle etmektedir (191, 249, 250). Hem unisellüler hem 

de multisellüler organizmalarda Ras proteinleri eksprese edilmektedir. Ġnsan Ras süper 

ailesi 166 üyeden oluĢmaktadır ve 5 majör alt dala (Ras, Rho, Arf/Saf, Ran, Rab) 

ayrılmıĢtır. Cdc42, Rac1, Rac2 ve Rac3; 20 üyeli Rho ailesine ait proteinlerdir (Tablo 

2.1) (209). 

Rho proteinleri, aktin hücre iskeletinin farklı konformasyonel formlarının 

düzenlenmesinde önemlidirler. Rho ailesi üyelerinin, aktinin yeniden Ģekillenmesinin ve 

düzenlenmesindeki rolü ilk olarak fibroblast büyüme faktörü uyarısına yanıt çalıĢmaları 

ile açığa çıkarılmıĢtır (251, 252). Pterjium oluĢumunda fibroblastların rolü de 

gösterilmiĢtir (253). Cdc42 ve Rac, RhoA ile birlikte ailenin en çok çalıĢılan üyeleridir. 

Her yerde eksprese edilen Rho, Cdc42 ve Rac proteinlerinin baĢlıca fonksiyonu hücre 

iskeleti regülasyonudur. Bu regülasyonda Rho ailesinin her üyesi farklı etkilere sahiptir. 

RhoA aktivasyonu aktin stres liflerinin ve fokal adhezyonun oluĢumunu sağlar (254). 

Rac1 stimulasyonu hücre periferinde aktin polimerizasyonunu indükler ve aktin-zengin 

lamellipodia oluĢumu meydana gelir. Rho tarafından indüklenen aktin hücre iskeleti 

reorganizasyonun sonuçları hücre morfolojisi, polaritesi, motilitesi ve adhezyonu 

üzerinedir (249, 250, 255). Rac ve Cdc42 baĢlıca hücre iskeleti yapısının ve hücre 

hareketinin kontrolünde rol oynar (256), ayrıca hücre proliferasyonu ve spesifik gen 
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ekspresyonunun kontrolünü de içeren diğer önemli hücresel aktivitelere de katılırlar 

(257). 

Rho proteinleri hücre iskeleti regülasyonuna ek olarak enzim aktivitelerinde regülatör 

olarak davranırlar. Rac1 proteinleri, süperoksit oluĢumundan sorumlu NADPH oksidaz 

enzimini kontrol eder (30). Rac aktivasyonun fibroblastlarda ROS‟u arttırdığı 

gösterilmiĢtir (258). Pterjiumda artmıĢ ROS üretimi olduğu ve antioksidan enzimlerin 

azaldığı gösterilmiĢtir (18). Ayrıca Rac proteinleri hücre siklüs progresyonu ve gen 

transkripsiyonu gibi önemli süreçlerde de rol oynamaktadır (259, 260). 
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Tablo 2.1. Ras protein süper ailesi (209) 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Polimorfizm ÇalıĢmaları 

3.1.1. Hasta ve kontrol grubu 

Polimorfizm çalıĢmaları için Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Göz Hastalıkları 

Kliniğine baĢvurup pterjium tanısı konulan 383 hasta ve herhangi bir hastalığı olmayan 

331 sağlıklı gönüllü dahil edildi. Hasta (55.3±7.9 yaĢ, %50.7 kadın, %49.3 erkek) ve 

kontrol (54.7±8.6 yaĢ, %51.4 kadın, %48.6 erkek) grubu yaĢ ve cinsiyet bakımından 

benzerdir (P>0.05). Pterjium tanısı almıĢ 383 hastadan ve kontrol grubu olarak 

kullanılan herhangi bir hastalığı olmayan 331 sağlıklı gönüllüden venöz kan örneği 

alınarak periferik lökositler izole edilmiĢ ve DNA izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ÇalıĢma için Gaziantep Üniversitesi Klinik AraĢtırmalar Etik Kurulunun 

24.07.2017/276 ve 11.09.2017/312 no‟lu kararları ile Etik kurul onayı, hasta ve sağlıklı 

kontrol grubundan imzalanmıĢ bilgilendirilmiĢ olur formu alınmıĢtır.  

3.1.2. Periferik kandan DNA izolasyonu 

1. Kandan DNA izolasyonu için DNA kiti kullanıldı (Qiamp DNA minikit, Qiagen, 

Hilden, Almanya) 

2. 1.5 ml‟lik eppendorf tüpe 20 µl proteinaz K eklendi. 

3. Daha sonra 200 µl tam kan eklendi. 

4. 200 µl buffer AL eklendi ve 15 sn vortekslendi. 

5. 10 dk 56°C etüvde inkübe edildi. 

6. Kapak kısmında damlalar için 10 sn spin iĢlemi uygulandı. 

7. 200 µl etanol (%96-100) eklendi ve 15 sn vortekslendi. (Kan: etanol,1:1)  

8. KarıĢım pipetle alınarak kolonlara yüklendi. 

9. 20°C‟de 7000 g‟de 1 dk santrifüj yapıldı. 

10. Santrifüj sonrası altta süzülen kısım (filtrat) atıldı. 

11. Kolonlara 500 µl AW1 buffer (kullanmadan önce 130 ml etanol eklenerek 

hazırlandı) eklendi ve 20°C‟de 7000 g‟de 1 dk santrifüj edildi. 

12. Santrifüj sonrası filtrat yine atıldı. 

13. Kolonlara 500 µl AW2 buffer (kullanmadan önce 160 ml etanol eklenerek 

hazırlandı) eklendi ve 20°C‟de 20000 g‟de 3 dk santrifüj edildi. 
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14. Filtrat tekrar atıldı ve yine 20000 g‟de 1 dk santrifüj edildi ve filtrat atıldı. 

15. Santrifüj sonrası kolon steril tüpe yerleĢtirildi ve 200 µl AE buffer solüsyonu 

eklenerek oda ısısında 5 dk inkübe edildi. 

16. Ġnkübasyon sonrası 20°C‟de 7000 g‟de 1 dk santrifüj yapıldı. 

17. Altta steril tüp içeresinde DNA elde edildi, üstteki kolon kısım atıldı. 

3.1.3. Tek nükleotid polimorfizm (single nucleotide polymorphism, SNP) analizi 

Hasta ve kontrol gruplarında aĢağıda belirtilen genlere ait 30 adet SNP çalıĢmaları 

gerçekleĢtirildi (Tablo 3.1-3.5). 

RHOA: rs2177268, rs3811699, rs3448, rs17595772, rs6784820, rs2878298, rs974495; 

RHOB: rs2602160, rs62121967, rs62121968, rs11541350, rs35881336 

RHOC: rs2999156, rs2230329, rs2306937, rs1804292, rs11102522, rs11538960 

RHOD: rs3923203, rs11227675, rs34602279, rs61891303, rs75872861, rs7112925 

RND3 (RHOE): rs1528428, rs13418763, rs75581868, rs1441982, rs115015150, 

rs76447184  

Tablo 3.1. RHOA genine ait SNP'lerin fonksiyonel sonuçları 

SNP RHOA 

rs2177268 intron variant 

rs3811699 downstream transcript variant, upstream transcript variant 

rs3448 upstream transcript variant, 3’ untranslated region (UTR) 

variant 

rs17595772 intron variant 

rs6784820 intron variant, upstream transcript variant 

rs2878298 intron variant 

rs974495 intron variant 
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Tablo 3.2. RHOB genine ait SNP'lerin fonksiyonel sonuçları 

SNP RHOB 

rs2602160 upstream transcript variant 

rs62121967 3’ UTR variant 

rs62121968 3’ UTR variant 

rs11541350 missense variant, coding sequence variant 

rs35881336 upstream transcript variant 

Tablo 3.3. RHOC genine ait SNP'lerin fonksiyonel sonuçları 

SNP RHOC 

rs2999156 intron variant 

rs2230329 coding sequence variant, missense variant, genic downstream 

transcript variant, 3’ UTR variant  

rs2306937 intron variant 

rs1804292 coding sequence variant, synonymous variant, missense variant 

rs11102522 upstream transcript variant 

rs11538960 missense variant, genic downstream transcript variant, 3’ UTR 

variant, coding sequence variant 

Tablo 3.4. RHOD genine ait SNP'lerin fonksiyonel sonuçları 

SNP RHOD 

rs3923203 intron variant 

rs11227675 intron variant, missense variant, coding sequence variant 

rs34602279 

(delins) 

coding sequence variant, frameshift 

rs61891303 upstream transcript variant 

rs75872861 downstream transcript variant 

rs7112925 intron variant 
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Tablo 3.5. RND3 (RHOE) genine ait SNP'lerin fonksiyonel sonuçları 

SNP RND3 (RHOE) 

rs1528428 intron variant 

rs13418763 coding sequence variant, synonymous variant 

rs75581868 intron variant 

rs1441982 intron variant 

rs115015150 3' UTR variant 

rs76447184 upstream transcript variant 

3.1.4. Real-time polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) çalıĢması 

Real-time PCR (RT-PCR, qPCR) ile mutasyon analizi için nano teknoloji temelli 

yüksek kapasiteli BioMark™ HD Sistem (Fluidigm, South San Francisco, CA, 

Amerika) ile gerçekleĢtirildi. SNP analizi için periferik venöz kandan izole edilen 

DNA‟lar pre-amplifiye edildi. 

RHOA, RHOB, RHOC, RHOD, RHOE genleri ile iliĢkili polimorfizmler için PreAmp 

primerleri kullanılarak gerekli PCR koĢulları uygulandı. 

Pre-amplifiye karıĢım: 

Qiagen multiplex PCR karıĢım  5 µl 

Primer pool     1 µl 

DNaz, RNaz içermeyen su             1.5 µl 

 

Pre-amplifikasyon karıĢımı hazırlanarak plağa yüklendi sonrasında hasta ve kontrol 

grubundan elde edilen DNA da eklenerek uygun PCR koĢulları Applied Biosystems 

96 kuyucuklu Thermal Cycler cihazı kullanılarak uygulandı.  
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Pre-amplifikasyon termal program 

15 dk  95C    

15 sn  95C                

4 dk  60C        14 döngü 

   4C 

3.1.5. Real-time PCR 

Örnek ve primerler için iki farklı karıĢım hazırlandı.  

Örnek ve PCR karıĢımı: 

KASP 2X reagent karıĢım             496.80 µl 

GT sample loading reagent  49.68 µl 

DNaz, RNaz içermeyen su   31.92 µl 

Pre-amplifiye DNA‟lar 1:100 oranında dilüe edilerek karıĢıma eklendi ve cihaza 

özgü çipe pipetle yüklendi. 

Primer karıĢımı: 

2X assay loading reagent  575.00 µl 

MgCl2 (50 mM)     92.00 µl 

DNaz, RNaz içermeyen su   322.00 µl 

Primer karıĢım hazırlandıktan sonra yeni bir plağa pipetle eklendi ve RHO geni 

mutasyon primer plağından primerler alındı ve karıĢıma ilave edilerek çipe yüklendi. 

Çip, RT-PCR‟ın uygulamadan önce Fluidigm IFC Controller HX cihazına 

yerleĢtirilerek primer ve örneklerin çipte yer alan kuyucuklara ulaĢarak karıĢması 

sağlandı ve daha sonra çip BioMark™ HD Sistemi‟ne yerleĢtirildi ve uygun PCR 

koĢulları uygulandı (Tablo 3.6).  
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 Tablo 3.6. PCR tepkime koĢulları 

Basamak Sıcaklık Süre 

Ġlk denatürasyon 70°C 30 dk 

 25°C 10 dk 

Denatürasyon 94 C 15 dk 

20 döngü 94°C 10 sn 

 57°C 10 sn 

 94°C 10 sn 

18 döngü 94°C 10 sn 

 57°C 20 sn 

 72 °C 40 sn 

3.2. Gen ve Protein Ekspresyonu 

3.2.1. ÇalıĢma popülasyonu 

Operasyonlardan elde edilecek dokuların az miktarda olmasından dolayı protein ve gen 

ekspresyon analizlerinde farklı hastalardan alınan dokular kullanıldı. Dolayısıyla 

çalıĢmamız Western blot yöntemiyle protein ekspresyonu incelemesinde 38 primer 

pterjium hastası ve gen ekspresyonu profili için 30 primer pterjium hasta olmak üzere 

toplam 68 hastada yapıldı. Hastaların operasyon sırasında sağlıklı otogreft dokusu da 

alındığı için hastalar aynı zamanda kontrol grubunu da oluĢturdu. Hasta grubunda 

gözde, 5-florourasil, mitomisin C, siklosporin A, daunorubisin, bevacizumab gibi 

adjuvan ilaç tedavisi uygulananlar bu çalıĢmaya dahil edilmedi. 

3.2.2. Gen ekspresyonu analizi 

3.2.2.1. Dokudan total RNA izolasyonu 

Dokudan total ribonükleik asit (RNA) izole etmek için miRNeasy Mini Kit (Qiagen 

GmbH-Hilden, Almanya) kullanıldı ve total RNA eldesi için aĢağıdaki iĢlemler 

uygulandı: 

1. Pterjium ve otogreft dokuları tüplere alınarak üzerine 700 μl QIAzol Lysis 

Reagent eklendi ve doku homojenizatörü (Tissue Lyser LT, Qiagen, Almanya) 

ile homojenizasyon gerçekleĢtirildi. 
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2. Elde edilen doku homojenatı oda sıcaklığında (15–25°C) 5 dk boyunca inkübe 

edildi.  

3. Üzerine 140 μl kloroform eklendi ve 15 sn boyunca pipetaj yapılarak 2-3 dk 

boyunca oda sıcaklığında tutuldu. 

4. 4°C‟de 12000 g‟de 15 dk santrifüj yapıldı ve üst faz yeni bir tüpe alındı. 

5. Yeni tüpe alınan miktarın 1.5 katı (yaklaĢık 600 μl) etanol (%96-100) eklendi ve 

pipetaj yapılarak iyice karıĢtırıldı. 

6. En fazla 700 μl örnek, 2 ml toplama tüpü içerisindeki RNeasy® Mini kolona 

yüklendi ve oda sıcaklığında 20 sn boyunca 8000 g‟de santrifuj edildi. Toplama 

tüpünde biriken kalıntı uzaklaĢtırıldı. Bu iĢlem örnek bitimine kadar tekrar 

edildi. 

7. Buffer RWT ve RPE çözeltilerine %96-100 etanol eklenerek kullanıma hazır 

hale getirildi. 

8. Temiz bir toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona 700 μl Buffer RWT 

çözeltisi eklendi ve oda sıcaklığında 20 sn boyunca 8000 g‟de santrifüj edildi. 

Toplama tüpünde biriken kalıntı uzaklaĢtırıldı. 

9. Temiz bir toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona bu sefer 500 μl Buffer 

RPE çözeltisi eklendi ve yine oda sıcaklığında 15 sn boyunca 8000 g‟de santrifüj 

edildi.  Toplama tüpünde biriken kalıntı uzaklaĢtırıldı. 

10. Temiz bir toplama tüpüne alınan RNeasy Mini kolona tekrar 500 μl Buffer RPE 

çözeltisi eklendi ve oda sıcaklığında 2 dk boyunca 8000 g‟de santrifüj edildi. 

Toplama tüpünde biriken kalıntı uzaklaĢtırıldı. 

11. 1.5 ml‟lik santrifüj tüpüne alınan RNeasy Mini kolona 30–50 μl RNase 

içermeyen su eklendi ve oda sıcaklığında yaklaĢık 1 dk inkübe edilerek 1 dk 

boyunca 8000 g‟de santrifüj edildi ve total RNA, toplama tüpündeki çözeltide 

elde edildi. 

3.2.2.2. mRNA’dan cDNA eldesi 

Elde edilen total RNA içindeki mRNA‟yı cDNA‟ya çevirmek için Ipsogen RT Kit 

(Qiagen, GmbH, Hilden, Almanya) kullanıldı. Test edilecek (10 μl) her bir RNA 

örneğinin 5 μl‟si 65°C'de 5 dk inkübe edilip 5 dk buzda bekletilerek soğutuldu. Revers 

Transkriptaz ön karıĢımı soğuk blok üzerinde hazırlandı ve bekletildi (Tablo 3.7). 
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Tablo 3.7. Revers Transkriptaz PCR karıĢım içerikleri 

BileĢenler Örnek baĢına hacim (μl) 

5x Revers Transkriptaz tamponu 5 

dNTP 2 

Random primer (100 μM) 5,25 

RNaz Ġnhibitörü (40 U/μl) 0,5 

Ters transkriptaz (200 U/μl) 1 

DTT 1,25 

RNaz içermeyen su 0,5 

Örnek baĢına RT ön karıĢım hacmi 15,5 

Ön karıĢım dikkatlice karıĢtırıldı, 10000 g‟de 10 sn spin uygulandı ve her bir RNA 

örneğinin üzerine ön karıĢımdan 15 μl eklendi. Her bir tüp dikkatlice karıĢtırıldı ve 

10000 g‟de 10 sn santrifüj edildi. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystem, Foster City, CA, Amerika) cihazındaki kayıtlı revers transkripsiyon 

programı çalıĢtırıldı (Tablo 3.8). Tüpün altındaki cDNA'yı toplamak için 10000 g‟de 10 

sn santrifüj edildi ve qPCR gerçekleĢtirene kadar -20°C'de saklandı. 

Tablo 3.8. Revers transkripsiyon için termal döngü 

Süre (dk) Sıcaklık (°C) 

10 25 

60 50 

5 85 

∞ 4 

Tepkime tamamlandıktan sonra elde edilen tek sarmal cDNA örneklerinin dondurulup 

çözülerek oluĢan kaybı önlemek için 0.2 ml‟lik PCR tüplerine 2 μl dağıtıldı (aliquot). 

Aliquot iĢlemi yapıldıktan sonra cDNA‟ları uzun süre kullanabilmek için -80°C‟de 

saklandı. 

3.2.2.3. Elde edilen cDNA’lardan kalite ve miktar tayini 

Elde edilen cDNA örneklerinin miktarlarını ve kalitesini tayin etmek ve tüm örnekleri 

aynı yoğunlukta reaksiyona tabi tutmak için spektrofotometrik yöntem (Epoch 
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Microplate Spectrophotometer, Biotek, Amerika) kullanıldı. Gen ekspresyon analizi 

öncesi örneklerden elde edilen cDNA‟lar 50 ng/μl konsantrasyonuna ayarlandı. 

3.2.2.4. RHO (RHOA, RHOB, RHOC, RHOD, RHOE, RAC2, RAC3) ve GAPDH 

genlerinin ekspresyon düzeyleri ölçümü için RT-PCR (qRT-PCR) yöntemi 

RT-PCR reaksiyonu DNA bağlayan boyaların kullanımı ile amplifikasyonun eĢ zamanlı 

olarak takibine olanak sağlar. SYBR Green, bu amaçla sıklıkla tercih edilen boyalardan 

biridir. Çift iplikli DNA molekülüne bağlanarak floresan ıĢıma verir. Primerin 

bağlanmasını takiben gerçekleĢtirilen uzama aĢamasında, hedef DNA‟nın çift sarmal 

hale gelmesiyle DNA‟ya bağlanan SYBR Green miktarı artmakta ve buna bağlı olarak 

yayılan floresans miktarında artıĢ gözlenmektedir. SYBR Green boyasından alınan 

ıĢımanın sınır değeri aĢtığı noktaya Ct ya da Cp değeri adı verilmektedir. Bu noktada 

DNA amplifiye olmuĢ ve DNA‟ya bağlanan boyanın verdiği ıĢıma sınır değerini 

aĢmıĢtır. IĢımanın sınır değeri aĢtığı anda amplifikasyondan emin olunur ancak doğru 

amplikonun takibinin yapıldığının belirlenebilmesi için erime eğrisinin (melting point) 

incelenmesi gerekmektedir. Çünkü SYBR Green tüm çift iplikli DNA moleküllerine 

bağlanan bir boya olup belirli bir DNA molekülüne bağlanan spesifik bir boya değildir. 

3.2.2.5. RHO genlerinin ekspresyon düzeyleri ölçümü için real-time PCR 

bileĢenleri 

EĢ zamanlı PCR ön karıĢımı Tablo 3.9‟a göre buzda hazırlandı. Buz üzerinde 50 ng/μl‟e 

ayarlanan cDNA örnekleri üzerine eklendi. cDNA örnekleri real-time PCR yöntemi ile 

BioMark HD (Fluidigm, South San Francisco, CA, Amerika) cihazında amplifiye edildi 

ve daha sonra analizleri yapıldı. Standardizasyonu sağlamak için housekeeping gen 

olarak GAPDH geni kullanıldı.  

Tablo 3.9. EĢ zamanlı PCR reaksiyon karıĢımının içerikleri 

BileĢenler Hacim (μl) 

RT² SYBR Green ROX FAST Mastermix 5 

Forward Primer (10 μM) 0,3 

Reverse Primer (10 μM) 0,3 

Rnaz/Dnaz içermeyen su 3,9 

cDNA (50 ng) 0,5 

Total 10 
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3.2.2.6. Gen ekspresyonun analizi 

RHO genlerinin değerleri GAPDH geni ölçüm değerleri ile normalize edilmiĢtir. 

Normalizasyonda kullanılan GAPDH geni, belirli Ģartlar altında ekspresyon düzeyi 

değiĢmeyen, tüm dokularda ve hücrede bazal düzeyde eksprese edilen housekeeping 

genlerdir. qRT-PCR yönteminde Cp (Crossing points) değerleri elde edilmiĢtir. qRT-

PCR sonuçlarındaki Ct ya da Cp değerleri 2
-ΔΔCt

 formülü: 

2
-ΔΔCt

 = 2
-(Örnek ΔCt (Gen) – Kontrol ΔCt (Referans))

 kullanılarak istatistiksel analiz yapılmıĢtır.  

Bu değer bize ilgili genin dokudaki ekspresyon düzeyinin, kontrol baz alınarak 

kıyaslanmasını sağlayıp katsayı bilgisini vermektedir. Bu değer bize o genin referans 

gene göre hangi oranda ekspresyon düzeyinin değiĢtiğini gösterir yani göreceli 

ekspresyon bilgisini vermektedir (261). 

3.2.3. Western blot 

3.2.3.1. Doku homojenizasyonu 

1. Pterjium operasyonu sırasında alınan sağlıklı konjonktival greft dokusu (kontrol) 

ve hasta grubu olarak da operasyonda çıkarılan primer pterjium dokusu kriyo 

tüplere konularak sıvı azot tankına alındı. 

2. Doku lizatlarını hazırlamak için taze olarak HEPES Buffer [β-gliserofosfat (20 

mM), sodyum pirofosfat (20 mM), benzamidin (10 mM), ditiyotreitol (1 mM), 

HEPES (pH 7.5) (20 mM), Na3VO4 (0.2 mM), NaF (20 mM), EDTA (2 mM), 

leupeptin (20 µg/ml), aprotinin (10 µg/ml)] hazırlandı (262). 

3. Dokular HEPES buffer ile homojenize edildi (Tissue Lyser LT, Qiagen, 

Almanya) ve analiz için -80°C saklandı. 

3.2.3.2. Periferik kandan lökosit izolasyonu ve lizat hazırlama 

1. EDTA‟lı tüpe (CBC tüpü) alınan 2-3 ml hasta ve kontrol kanı 15 ml‟lik falcon 

tüpe alındı. 

2. Falcon tüpün üzerinde boĢluk olacak Ģekilde Qiagen EL Buffer (Cat No:79217) 

eklendi. Tüp alt üst edilerek hafifçe karıĢtırıldı. 

3. Örneklere EL buffer eklendikten sonra +4°C‟de santrifüje alınarak 10 dk inkübe 

edildi. 

4. Ġnkübasyon sonrası +4°C‟de 1500 g‟de 10 dk santrifüj yapıldı. 

5. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaĢtırıldı ve pelletin üzerine 2 ml EL buffer 

eklendi. 
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6. Tüpler santrifüj içerisinde 5 dk inkübe edildikten sonra +4°C‟de 1500 g‟de 10 dk 

santrifüj yapıldı. 

7. Süpernatant uzaklaĢtırılıp pellet üzerine soğuk Phosphate Buffered Saline (PBS) 

eklenerek hafifçe karıĢtırıldı ve +4°C‟de 1000 g‟de 2 dk santrifüj yapıldı.  

8. Süpernatant uzaklaĢtırıldı. 

9. Tüpler buz üzerine alındı. 

10. Her tüpteki pellet 200 µl soğuk HEPES Buffer eklendi ve vortekste pelletin 

çözünmesi sağlandı. 

11. Çözünen pelletler 1.5 ml‟lik tüplere alınarak 30 dk buz üzerinde inkübe edildi. 

12. Buz üzerinde tüplerin donmasına izin verilmeden her 10 dk‟da bir vorteksleme 

iĢlemi yapıldı. 

13. Son vortekslemeden sonra 10000 g‟de 15 dk santrifüj yapıldı. 

14. Santrifüj sonrası örnekler 200 µl‟lik tüplere aliquot edildi ve analiz yapılana 

kadar -80°C‟de saklandı. 

3.2.3.3. Protein ölçümü 

15. Doku ve kan lizatlarındaki protein konsantrasyonu Coomassie Plus (Bradford) 

yöntemi ile 565 nm‟de mikroplak okuyucu ile ölçüldü (Epoch Microplate 

Spectrophotometer, Biotek, Amerika). 

16. Protein ölçümü yapıldıktan sonra her kuyucukta eĢit protein olacak Ģekilde 

hesaplamalar yapıldı (Örnek+Sample Buffer (5 µl) + HEPES buffer). 

3.2.3.4. Jel hazırlanması, yükleme ve elektroforez 

1. 1.5 mm kalınlığında 10 kuyucuklu jel hazırlandı (%12) (Tablo 3.10) (Resim 3.1) 

2. Hazırlanan örnekler 95°C‟de 5 dk kaynatıldı. 

3. Kuyucuklara hazırlanan örnekler ve protein marker (10-245 kDa, ab116028, 

Abcam, Cambridge, Ġngiltere) yüklendi. 

4. Elektroforez tankına yerleĢtirilen jele running buffer ile 30 dk 50 V ve 3 saat 

80V‟ta elektroforez iĢlemi uygulandı (Resim 3.2). 
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Tablo 3.10. %12'lik jel hazırlanması için gerekenler (1.5 mm kalınlığında) 

%12'lik jel (1.5 mm) Stack (Üst jel) (ml) Resolving (Alt jel) (ml) 

Acrylamide/Bis (%30) 0,67 4 

Tris-HCI (0,5 M, pH:6.8) 1,25 -  

Tris-HCI (1.5 M, pH:8.8)  - 2,6 

SDS (%10) 0,05 0,1 

Distile su 2,97 3,2 

Amonyum persülfat (%10) 0,05 0,1 

TEMED 0,005 0,01 

Total Hacim 5,0 10,0 

Not: KarıĢıma en son amonyum persülfat ve TEMED eklenmelidir. 

 

Resim 3.1. Jel oluĢturma düzeneği 

3.2.3.5. Membrana transfer ve bloklama 

1. Jel boyutunda kesilen polyvinylidene fluoride (PVDF) membran, metanol ile 1 

dk aktifleĢtirildikten sonra Transfer Buffer ile yıkandı ve sonra siyah filtre-ıslak 

beyaz Watman kağıdı-jel–membran-ıslak beyaz Watman kağıdı-siyah filtre 

olacak Ģekilde kasete yerleĢtirildi (Resim 3.2). 

2. Jelden membrana proteinlerin geçmesini istediğimizden jel negatif uca (katot), 

membran pozitif uca (anot) yerleĢtirildi. 
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3. Tanka transfer buffer eklendi ve +4°C‟de 25 V‟de gece boyu ıslak (wet) transfer 

iĢlemi yapıldı. Transfer iĢlemi Ponceau boyaması ile kontrol edildi (Resim 3.2). 

4. Ponceau kırmızısından kurtulmak için membran 3 kez 10 dk Tris Buffer Saline 

%0.05 Tween (TBST) ile yıkandı. 

5. Renk kaybolduktan sonra membran %5 non fat dry milk  (NFDM)/TBST ile 1.5 

saat oda sıcaklığında bloklama iĢleme uygulandı. 

6.  Bloklama iĢleminden sonra membran 3 kez 10 dk TBST ile yıkandı. 

 
Resim 3.2. Western blot elektroforez ve transfer iĢlemleri 

3.2.3.6. Ġlgili proteinin iĢaretlenmesi 

1. TBST solüsyonu ile yıkama iĢlemlerinden sonra membranlar gece boyu +4°C‟de 

primer antikor RhoA (sc-418, 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, 

Amerika), RhoB (ab155149, 1:500, Abcam, Cambridge, Ġngiltere), RhoC 

(ab64659, 1 µg/ml, Abcam, Cambridge, Ġngiltere), RhoD (ab80537, 1 µg/ml, 

Abcam, Cambridge, Ġngiltere), RhoE (ab171799, 1:1000, Abcam, Cambridge, 

Ġngiltere) ve yükleme kontrolü (loading control) olarak β-aktin (ab16039, 

1:1000, Abcam, Cambridge, Ġngiltere) ile inkübe edildi.  
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2. Primer pterjium ve otogreft dokularındaki Rac2 ve Rac3 protein ekspresyonu 

analizi için membranlara primer antikor anti-Rac2 (sc-517424, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, Amerika) 1/300; anti-Rac3 (ab124943, abcam, 

Cambridge, Ġngiltere) 1/1000 oranında dilüe edilerek membran +4°C‟de gece 

boyu inkübe edildi. Yükleme kontrolü olarak 1/1000 oranında beta-aktin 

kullanıldı (sc-47778, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Amerika). 

3. Ġnkübasyon sonrası membranlar primer antikorlara bağlı olarak sekonder antikor 

anti-mouse IgG-HRP (sc-516102, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX, Amerika), sekonder antikor anti-rabbit IgG-HRP (ab6721, 1:3000, Abcam, 

Cambridge, Ġngiltere) ve sekonder antikor anti-mouse IgG-HRP (ab6728, 

1:3000, Abcam, Cambridge, Ġngiltere) ile oda sıcaklığında 1.5 saat inkübe edildi. 

4. Membranlar 3 kez 10 dk TBST ile yıkandı. 

3.2.3.7. Görüntüleme 

Bantlar, Enhanced chemiluminescence (ECL) prime (cat. no.34080, Thermo Fischer, 

Amerika) ile kemilüminesans olarak otomatik elektroforez jel analiz sistemi (ChemiDoc 

XRS+ Imager, Bio-Rad, Hercules, CA, Amerika) ve programı (Image Lab, Bio-Rad, 

Hercules, CA, Amerika) ile görüntülendi. 

3.2.3.8. Analiz 

ImageJ (1.52a) programı ile dansitometrik analiz yapılarak beta-aktin seviyeleri 

normalize edildi.  

3.2.4. Western Blot için gerekli solüsyonlar 

HEPES (2x, pH 7.5) 

HEPES asit  0.12 g 

NaCl   0.16 g  

Na2HPO4  0.0021 g 

Hacim dH2O ile10 ml‟ye ayarlandı. 

Na3VO4 (0.2 M, pH 10.0, activated) 

Na3VO4 1.84 g 

H2O  50 ml 

Not: Çözelti rengi sarıdan beyaz olana kadar kaynatılır ve pH 10‟da stabilize olana 

kadar iĢlem tekrar edildi. 
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Sample Buffer 

1 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.4 ml 

SDS    0.8 g 

Bromfenol mavisi   40 mg 

dH2O    3.1 ml 

Gliserol   4 ml 

Running Buffer (pH 8.3)       1x 

Tris-Base      25 mM  3.03 g 

Glisin             192 mM 14.4 g 

SDS                 % 0.1  1 g 

Hacim dH2O ile1 L‟ye ayarlandı. 

Transfer Buffer (Towbin) (pH 8.3) 1x     

Tris  25 mM  3.03 g   

Glisin  195 mM 14.63 g  

Metanol 200 ml (kullanmadan önce eklendi) 

Hacim dH2O ile 1 L‟ye ayarlandı. 

Ponceau Boyası 

Asetik asit  25 ml 

Ponceau kırmzısı 0.5 g 

dH2O   500 ml 

TBS (pH 7.4) 10x 

Tris (25 mM)  30 g 

NaCl (137 mM) 80 g 

KCl (27 mM)  20 g 

Hacim dH2O ile1 L‟ye ayarlandı. 

TBST (pH 7.4) 

TBS (10x)   0.1 L 

dH2O    0.8 L 

Tween 20 (%0.05)  0.5 ml  

Hacim dH2O ile1 L‟ye ayarlandı 
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Blocking Buffer (%5 NFDM) 

Non-Fat-DryMilk   5 g 

TBST     100 ml 

3.3. Ġstatistiksel Analiz 

Veriler ortalama ± standart sapma (SD), ortalamanın standart hatası (SEM) veya yüzde 

olarak ifade edildi. ÇalıĢmada istatistiksel analizler için GraphPad Instat (sürüm 3.05, 

GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ABD) programları kullanıldı. Ġki grup 

ortalamalarının karĢılaĢtırılmasında eĢleĢmemiĢ Student t-testi, yüzdelerin 

karĢılaĢtırılmasında ki-kare veya Fisher exact testi uygulandı. Genotip dağılımı ve allel 

sıklıkları gruplar arasında ki-kare veya Fisher exact testi kullanılarak karĢılaĢtırıldı. 

Pterjium hasta genotip frekanslarında RHOA gen polimorfizminin (rs974495) rölatif 

risk oranı (odds ratio) 1.89‟a dayanan bir güç hesaplaması kullanarak örneklem 

büyüklüğü tahmin edilmiĢtir (263). Polimorfizm çalıĢmalarında kontrol ve hasta 

grupları arasında %80 güç düzeyinde anlamlı bir fark saptamak için her bir grupta en az 

162 kiĢi olması gerektiği G*Power (sürüm 3.1.9.4, Almanya) programı ile 

hesaplanmıĢtır (α = 0.05). Bu çalıĢmada 30 SNP analizi gerçekleĢtirildi. RHOB geni 

rs35881336, RHOD geni rs75872861 ve RND3 (RHOE) geni rs75581868 analizlerinde 

SNP tespit edilememiĢtir. Gen ekspresyonu analizleri QIAGEN online web portalı olan 

GeneGlobe (http://www.qiagen.com/geneglobe) kullanılarak yapıldı. Gen 

ekspresyonları delta delta Ct yöntemi ile hesaplandı. QIAGEN GeneGlobe analiz 

sonuçlarının istatistiksel olarak karĢılaĢtırılmasında Student t-testi kullanıldı. Western 

blot analizi sonuçları ANOVA ve sonrasında post hoc test olarak Student-Newman-Keuls 

testi kullanılarak analiz edildi. Pearson korelasyon testi kullanılarak korelasyon analizi 

yapıldı. Ġstatistik testlerinde P değeri iki yönlüydü ve 0.05'ten az olan P değerleri 

anlamlı olarak kabul edildi. Polimorfizm çalıĢmalarında çoklu testler için Bonferroni 

düzeltmesi kullanıldı ve yukarıda belirtilen 3 SNP tespit edilemediği için istatistiksel 

olarak P <0.00185 (0.05/27) değeri anlamlı olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. Polimorfizm ÇalıĢmalarının Sonuçları 

Projede pterjium tanısı almıĢ olan 383 hastadan ve kontrol grubu olarak kullanılan 

herhangi bir hastalığı olmayan 331 sağlıklı gönüllüden venöz kan örneği alınmıĢ, 

lökositler izole edilmiĢ ve DNA eldesi gerçekleĢtirilmiĢtir. Hasta ve kontrol grubunun 

demografik özellikleri Tablo 4.1‟de gösterilmiĢtir (P>0.05). Analizler yapılmıĢ ve 

sonuçlar aĢağıdaki tablolarda (Tablo 4.2 ve 4.3) sunulmuĢtur. Bu çalıĢmada hasta ve 

kontrol grupları için RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RND3 (RHOE) genlerine ait 

polimorfizmlerin genotip ve allel dağılımları da belirlenmiĢtir. 

Tablo 4.1. Polimorfizm çalıĢmalarında kontrol ve pterjium (hasta) gruplarının 

demografik özellikleri 

 Kontrol 

(n=331) 

Pterjium  

(n=383) 

P 

YaĢ (yıl) 54.7±8.6 55.3±7.9 0.3318 

Cinsiyet    

   Erkek (n, %) 161 (48.6) 189 (49.3) 0.8506 

   Kadın (n, %) 170 (51.4) 194 (50.7)  

Hasta ve kontrol grupları arasındaki genotiplerin ve allellerin dağılımları Tablo 4.2  ve 

4.3‟te gösterilmiĢtir. RHOA geni rs2177268, rs3811699, rs3448, rs17595772, 

rs6784820, rs2878298 ve rs974495 polimorfizmleri için genotip ve allel frekansları 

bakımından kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılık bulunmamıĢtır 

(P>0.00185) (Tablo 4.2). 

RHOB gen rs2602160, rs62121967, rs62121968, rs11541350 SNP'leri hem genotip hem 

de allel frekansları bakımından istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (P<0.0001). 

RHOB gen rs35881336 SNP analizinde, SNP tespit edilemediği için istatistiksel olarak 

hesaplanamamıĢtır bundan dolayı Bonferroni düzeltmesi kullanırken de dahil 

edilmemiĢtir (Tablo 4.2). 

RHOC gen rs2230329, rs2306937, rs1804292, rs11102522 SNP'leri hem genotip hem 

de allel frekansları bakımından istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (P<0.0001). 
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RHOC gen rs11538960 SNP‟i de hem genotip hem de allel frekansları bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (P=0.0002). RHOC gen rs2999156 

polimorfizmi için genotip ve allel frekansları bakımından kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlılık bulunmamıĢtır (P>0.00185) (Tablo 4.3). 

RHOD gen rs11227675, rs61891303 SNP'leri hem genotip hem de allel frekansları 

bakımından istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (P<0.0001). RHOD geni rs7112925 

SNP‟i de genotip frekansı (P<0.0001) ve allel frekansı (P=0.0016) bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. RHOD gen rs3923203 ve rs34602279 

polimorfizmleri için genotip ve allel frekansları bakımından kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlılık bulunmamıĢtır (P>0.00185). RHOD gen rs75872861 SNP 

analizinde SNP tespit edilemediği için istatistiksel olarak hesaplanamamıĢtır bundan 

dolayı Bonferroni düzeltmesi kullanırken de dahil edilmemiĢtir (Tablo 4.3). 

RND3 (RHOE) gen rs13418763, rs1441982 ve rs76447184 SNP'leri hem genotip hem 

de allel frekansları bakımından istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (P<0.0001). 

RND3 (RHOE) gen rs1528428 ve rs115015150 polimorfizmleri için genotip ve allel 

frekansları bakımından kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlılık 

bulunmamıĢtır (P>0.00185). RND3 (RHOE) gen rs75581868 SNP analizinde SNP tespit 

edilemediği için istatistiksel olarak hesaplanamamıĢtır bundan dolayı Bonferroni 

düzeltmesi kullanırken de dahil edilmemiĢtir (Tablo 4.3).  
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Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubunda RHO gen polimorfizmlerinin genotip ve allel dağılımı 

       

Gen 

SNP 

Genotip/ Allel Kontrol n* Pterjium n* P 

       

RHOA 

rs2177268 

TT/TA/AA 

T/A 

165/118/28 

448/174 

311 210/139/30 

559/199 

379 0.7834 

0.5122 

RHOA 

rs3811699 

AA/AG/GG 

A/G 

139/128/35 

406/198 

302 165/160/53 

490/266 

378 0.6129 

0.3835 

RHOA 

rs3448 

CC/CT/TT 

C/T 

167/116/27 

450/170 

310 210/138/30 

558/198 

378 0.8828 

0.6518 

RHOA 

rs17595772 

GG/GA/AA 

G/A 

116/144/65 

376/274 

325 150/162/71 

462/304 

383 0.6300 

0.3751 

RHOA 

rs6784820 

AA/AG/GG 

A/G 

55/205/51 

315/307 

311 34/284/61 

352/406 

379 0.0024 

0.1333 

RHOA 

rs2878298 

TT/TC/CC 

T/C 

121/154/36 

396/226 

311 153/185/38 

491/261 

376 0.7864 

0.5681 

RHOA 

rs974495 

GG/GA/AA 

G/A 

161/119/24 

441/167 

304 209/139/31 

557/201 

379 0.8034 

0.7399 
       

RHOB 

rs2602160 

AA/AG/GG 

A/G 

115/123/72 

353/267 

310 199/142/25 

540/192 

366 <0.0001 

<0.0001 

RHOB 

rs62121967 

GG/GT/TT 

G/T 

311/0/13 

622/26 

324 379/0/0 

758/0 

379 <0.0001 

<0.0001 

RHOB 

rs62121968 

CC/CT/TT 

C/T 

96/205/0 

397/205 

301 377/0/0 

754/0 

377 <0.0001 

<0.0001 

RHOB 

rs11541350 

(Val38Phe) 

CC/CA/AA 

C/A 

307/12/0 

626/12 

319 377/0/0 

754/0 

377 <0.0001 

<0.0001 

RHOB 

rs35881336 

AA/AG/GG 

A/G 

305/0/0 

610/0 

305 330/0/0 

660/0 

330 (SNP yok) 

       

RHOC 

rs2999156 

GG/GC/CC 

G/C 

95/146/62 

336/270 

303 101/203/74 

405/351 

378 0.3135 

0.5252 

RHOC 

rs2230329 

GG/GA/AA 

G/A 

128/183/0 

439/183 

311 189/95/0 

473/95 

284 <0.0001 

<0.0001 

RHOC 

rs2306937 

GG/GA/AA 

G/A 

135/128/49 

398/226 

312 238/130/10 

606/150 

378 <0.0001 

<0.0001 

 



 

55 

 

Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubunda RHO gen polimorfizmlerinin genotip ve allel dağılımı (devamı) 

Gen 

SNP 

Genotip/ Allel Kontrol n* Pterjium n* P 

RHOC 

rs1804292 

GG/GT/TT 

G/T 

125/185/12 

435/209 

322 0/188/0 

188/188 

188 <0.0001 

<0.0001 

RHOC 

rs11102522 

TT/TC/CC 

T/C 

165/109/39 

439/187 

313 255/105/19 

615/143 

379 <0.0001 

<0.0001 

RHOC 

rs11538960 

GG/GA/AA 

G/A 

318/11/0 

647/11 

329 379/0/0 

758/0 

379 0.0002 

0.0002 
       

RHOD 

rs3923203 

GG/GC/CC 

G/C 

96/158/45 

350/248 

299 127/191/59 

445/382 

377 0.8527 

0.0861 

RHOD 

rs11227675 

AA/AG/GG 

A/G 

185/110/4 

480/118 

299 378/0/0 

756/0 

378 <0.0001 

<0.0001 

RHOD 

rs34602279 

(385delG) 

GG/G-/-- 

G/- 

270/0/0 

540/0 

270 370/2/0 

742/2 

372 0.5119 

0.5122 

RHOD 

rs61891303 

CC/CT/TT 

C/T 

215/92/1 

522/94 

308 371/6/0 

748/6 

377 <0.0001 

<0.0001 

RHOD 

rs75872861 

TT/TC/CC 

T/C 

287/0/0 

574/0 

287 377/0/0 

754/0 

377 (SNP yok) 

RHOD 

rs7112925 

TT/TC/CC 

T/C 

43/233/34 

319/301 

310 108/237/32 

453/301 

377 <0.0001 

0.0016 
       

RND3 (RHOE) 

rs1528428 

AA/AC/CC 

A/C 

153/130/29 

436/188 

312 182/153/44 

517/241 

379 0.6143 

0.5434 

RND3 (RHOE) 

rs13418763 

CC/CT/TT 

C/T 

303/0/0 

606/0 

303 286/90/1 

662/92 

377 <0.0001 

<0.0001 

RND3 (RHOE) 

rs75581868 

GG/GT/TT 

G/T 

272/0/0 

544/0 

272 378/0/0 

756/0 

378 (SNP yok) 

RND3 (RHOE) 

rs1441982 

CC/CT/TT 

C/T 

134/132/37 

400/206 

303 242/118/18 

602/154 

378 <0.0001 

<0.0001 

RND3 (RHOE) 

rs115015150 

CC/CT/TT 

C/T 

208/96/9 

512/114 

313 266/107/7 

639/121 

380 0.4773 

0.2898 

RND3 (RHOE) 

rs76447184 

GG/GA/AA 

G/A 

318/13/0 

649/13 

331 383/0/0 

766/0 

383 <0.0001 

<0.0001 
       

BioMark HD dinamik array sisteminde kayıp verilerden dolayı n sayısı farklılık göstermiĢ olup bazı 

SNP‟lerde kontrol grubunda toplam sağlıklı gönüllü olan 331 sayısına, hasta grubunda da 383 sayısına 

ulaĢılamamıĢtır. SNP, single-nucleotide polymorphism. 
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Bazı polimorfizmlerde allel ve genotip dağılımları primer ya da cihazdan kaynaklanan 

nedenlerden dolayı tüm hasta ve kontrollerde tespit edilemedi. Her polimorfizm için 

sonuç alınan hasta ve kontrollerin n sayıları tablolarda belirtilmiĢtir. 

4.2. Gen ve Protein Ekspresyonu ÇalıĢmaları 

Tablo 4.4. Gen ve protein ekspresyonu çalıĢmalarında kullanılan primer pterjium 

hastalarının demografik ve klinik özellikleri 

 Primer pterjium  

(n=68) 

YaĢ (yıl) 51.3±9.2 

Cinsiyet  

   Erkek (n, %) 32 (47.1) 

   Kadın (n, %) 36 (52.9) 

Görme  

   Sağ 0.7±0.2 

   Sol 0.6±0.2 

Oküler tansiyon  

   Sağ 17.1±2.8 

   Sol 16.3±3.1 

Refraksiyon  

   Sağ   

      Sferik 0.5±2.1 

      Silindirik -0.4±2.1 

   Sol   

      Sferik 1.6±2.1 

      Silindirik -1.4±2.2 

Keratometri  

   Sağ  

      KAV 42.7±2.1 

      K1 43.9±2.0 

      K2 43.6±1.9 

   Sol  

      KAV 42.1±2.9 

      K1 41.7±2.8 

      K2 43.1±2.6 

Ön segment  

   Sağ 0.9±0.3 

   Sol 0.8±0.3 

Fundus  

   Sağ 0.1±0.3 

   Sol 0.1±0.4 
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4.2.1. RHO gen ekspresyonu sonuçları 

Gen ekspresyonu deneylerinde primer pterjium dokularından elde edilen sonuçlar ġekil 

4.1‟de sunulmuĢtur. Primer pterjiumda RHOC, RHOD ve RHOE doku gen 

ekspresyonları anlamlı olarak artarken RHOA ve RHOB de değiĢiklik saptanmadı (ġekil 

4.1). 

 

ġekil 4.1. Doku gen ekspresyonu sonuçları 

 

Kontrol grubu olarak pterjium operasyonu sırasında alınan sağlıklı konjonktival greft 

dokusu (n=30) ve hasta grubu olarak da operasyonda çıkarılan primer pterjium (n=30) 

dokuları alınmıĢ ve mRNA düzeyleri çalıĢılmıĢtır. Sonuçlar ortalama ± SEM olarak 

verilmiĢtir. P değerleri sırasıyla P=0.0047 (RHOC), P=0.0003 (RHOD) ve P=0.0164 

(RHOE) olarak bulunmuĢtur.  

Kandan izole edilen lökositlerde yapılan gen ekspresyonu çalıĢmasının sonuçları ġekil 

4.2‟de sunulmuĢtur. Lökositlerdeki analizde ise primer pterjiumda RHOB ve RHOC gen 

ekspresyonunda anlamlı azalıĢ saptanmıĢtır.  
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ġekil 4.2. Kandan izole edilen lökositlerdeki gen ekspresyonları sonuçları 

Kontrol grubu (rutin göz muayenesinden geçmiĢ sağlıklı bireyler, n=30) ve primer 

(n=30) pterjiumu olan hastaların periferik kanlarından izole edilen lökositlerde mRNA 

düzeyleri çalıĢılmıĢtır. Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiĢtir. ġekildeki P 

değerleri sırasıyla P=0.0113 (RHOB) ve P=0.0236 (RHOC) olarak saptanmıĢtır. 

4.2.2. Western blot yöntemiyle yapılan Rho protein ekspresyonu sonuçları 

Western blot yöntemiyle dokudan elde edilen protein ekspresyonu sonuçları ġekil 4.3 

ve 4.4‟te sunulmuĢtur. Dokularındaki protein ekspresyonlarının Western blot analizleri 

sonuçları incelendiğinde sadece primer pterjiumda RhoD protein ekspresyonunda bir 

azalma olduğu belirlendi. 

 RhoA RhoB RhoC RhoD RhoE 

Kontrol 

(Otogreft) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

β-aktin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer 

pterjium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

β-aktin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.3. Doku Western blot analizlerinden örnek bantlar 

Kontrol (sağlıklı konjonktival greft dokusu) ve primer pterjium dokularındaki RhoA, 

RhoB, RhoC, RhoD, RhoE ve β-aktin protein ekspresyonlarının Western blot 

analizlerinden örnek bantlar. 
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ġekil 4.4. Doku Western blot analizleri sonuçları 

Kontrol (sağlıklı konjonktival greft dokusu, n=30) ve primer pterjium (n=30) hasta 

dokularındaki RhoA, RhoB, RhoC, RhoD ve RhoE protein ekspresyonlarının Western 

blot analizleri sonuçları. Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiĢtir. 
*
P=0.0046 

(RhoD) olarak saptanmıĢtır. 

Pterjiumlu hastaların kanından izole edilen lökositlerde Western blot yöntemiyle elde 

edilen protein ekspresyonu sonuçları ġekil 4.5 ve 4.6‟da sunulmuĢtur. Lökositlerdeki 

Western blot sonuçları incelendiğinde; primer pterjiumda RhoA ve RhoB protein 

ekspresyonlarında anlamlı artıĢ olduğu gözlendi. 

 RhoA RhoB RhoC RhoD RhoE 

Kontrol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

β-aktin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer 

pterjium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

β-aktin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5. Lökosit Western blot analizlerinden örnek bantlar 

Kontrol ve primer pterjium hastalarının kanından izole edilen lökositlerdeki RhoA, 

RhoB, RhoC, RhoD, RhoE ve β-aktin protein ekspresyonlarının Western blot 

analizlerinden örnek bantlar 
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ġekil 4.6. Kandan izole edilen lökositlerdeki Western blot sonuçları 

Kontrol grubu (rutin göz muayenesinden geçmiĢ sağlıklı bireyler, n=39) ve primer 

pterjium (n=42) hastalarının periferik kanlarından izole edilen lökositlerde protein 

ekspresyonları çalıĢılmıĢtır. Sonuçlar ortalama ± SEM olarak verilmiĢtir. ġekildeki P 

değerleri sırasıyla 
*
P=0.0180 (RhoA), 

*
P=0.0033 (RhoB), P=0.3047 (RhoC), P=0.0701 

(RhoD) ve P=0.0808 (RhoE) olarak saptanmıĢtır. 

4.2.3. Rho proteinleri korelasyon analizleri 

Protein ve gen ekspresyonu sonucunda elde edilen verilerin korelasyon analizleri Tablo 

4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8‟de sunulmuĢtur. 
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Tablo 4.5. Primer pterjium lökosit protein ekspresyonu analizi ile primer pterjium 

lökosit gen ekspresyonu analizinin korelasyon analizi 

Protein 

ekspresyonu 

Gen ekspresyonu 

RHOA RHOB RHOC RHOD RND3 

RHOA r
2
=0.00030 

P=0.9275 

r
2
=0.03855 

P=0.2984 

r
2
=7.86x10

-5
 

P=0.9629 

r
2
=0.09526 

P=0.0970 

r
2
=0.07429 

P=0.1451 

RHOB r
2
=0.00167 

P=0.8302 

r
2
=0.00044 

P=0.9115 

r
2
=0.002005 

P=0.8142 

r
2
=7.40x10

-5
 

P=0.9640 

r
2
=9.99x10

-5
 

P=0.9582 

RHOC r
2
=0.0107 

P=0.5864 

r
2
=0.05128 

P=0.2289 

r
2
=0.008767 

P=0.6226 

r
2
=0.008836 

P=0.6213 

r
2
=0.01333 

P=0.5435 

RHOD r
2
=0.02308 

P=0.4997 

r
2
=0.1167 

P=0.1197 

r
2
=0.1613 

P=0.0639 

r
2
=0.009765 

P=0.6617 

r
2
=0.003817 

P=0.7847 

RND3 r
2
=0.00516 

P=0.7060 

r
2
=0.00289 

P=0.7779 

r
2
=0.02714 

P=0.3843 

r
2
=0.01262 

P=0.5545 

r
2
=0.00003 

P=0.9752 

Primer pterjium lökosit protein ekspresyonları ile primer pterjium lökosit gen 

ekspresyonları arasında anlamlı bir korelasyon saptanmadı. 
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Tablo 4.6. Primer pterjium doku protein ekspresyonu analizi ile primer pterjium doku 

gen ekspresyonu analizinin korelasyon analizi 

Protein 

ekspresyonu 

Gen ekspresyonu 

RHOA RHOB RHOC RHOD RND3 

RHOA r
2
=0.0366 

P=0.3114 

r
2
=0.04408 

P=0.2655 

r
2
=0.003851 

P=0.7446 

r
2
=8.37x10

-5
 

P=0.9617 

r
2
=0.09418 

P=0.0990 

RHOB r=0.5099 

r
2
=0.2600 

P=0.0109 

r
2
=0.0016 

P=0.8535 

r
2
=0.002473 

P=0.8175 

r
2
=0.09873 

P=0.1348 

r
2
=0.01453 

P=0.5747 

RHOC r
2
=0.00428 

P=0.7725 

r=-0.4407 

r
2
=0.1943 

P=0.0401 

r
2
=0.003669 

P=0.7889 

r
2
=0.03795 

P=0.3850 

r
2
=0.00761 

P=0.6995 

RHOD r
2
=0.04412 

P=0.3245 

r
2
=0.01773 

P=0.5351 

r
2
=0.04351 

P=0.3280 

r
2
=0.00786 

P=0.6804 

r
2
=0.1274 

P=0.0869 

RND3 r
2
=0.00369 

P=0.7586 

r
2
=0.00163 

P=0.8383 

r
2
=0.003697 

P=0.7586 

r
2
=0.00569 

P=0.7027 

r
2
=0.00035 

P=0.9247 

Primer pterjium hastalarında pterjium dokusu RHOA gen ekspresyonu ile RhoB protein 

ekspresyonu arasında pozitif korelasyon bulundu (P=0.0109). Bu grupta RHOB gen 

ekspresyonu ile RhoC protein ekspresyonu arasında negatif korelasyon saptandı 

(P=0.0401). 



 

63 

 

Tablo 4.7. Primer pterjium doku protein ekspresyonu analizi ile primer pterjium lökosit 

protein ekspresyonu analizinin korelasyon analizi 

Lökosit 

protein 

ekspresyonu 

Doku protein ekspresyonu 

RHOA RHOB RHOC RHOD RND3 

RHOA r
2
=0.06686 

P=0.1677 

r=0.6154 

r
2
=0.3787 

P=0.0014 

r=0.4599 

r
2
=0.2115 

P=0.0313 

r
2
=0.00855 

P=0.6674 

r
2
=0.07181 

P=0.1680 

RHOB r
2
=0.02173 

P=0.4369 

r=0.4417 

r
2
=0.1951 

P=0.0307 

r
2
=0.0133 

P=0.6093 

r
2
=0.03704 

P=0.3676 

r
2
=0.04895 

P=0.2578 

RHOC r
2
=0.00984 

P=0.6020 

r
2
=0.02963 

P=0.4213 

r=-0.4944 

r
2
=0.2444 

P=0.0193 

r=-0.4703 

r
2
=0.2212 

P=0.0204 

r
2
=0.1224 

P=0.0680 

RHOD r
2
=0.02303 

P=0.5002 

r
2
=0.1288 

P=0.1010 

r
2
=0.0059 

P=0.7346 

r
2
=0.001062 

P=0.8855 

r=-0.5383 

r
2
=0.2897 

P=0.0098 

RND3 r
2
=0.00311 

P=0.7697 

r
2
=0.02387 

P=0.4711 

r
2
=0.0122 

P=0.6242 

r
2
=1.51x10

-6
 

P=0.9955 

r
2
=0.04357 

P=0.2865 

Primer pterjium doku RhoC ve RhoD protein ekspresyonları ile lökosit RhoC protein 

ekspresyonu arasında, doku RhoE protein ekspresyonu ile lökosit RhoD protein 

ekspresyonu arasında negatif korelasyon saptandı (sırasıyla P=0.0193, P=0.0204 ve 

P=0.0098). Primer pterjium dokusu RhoB protein ekspresyonu ile lökosit RhoA ve 

RhoB protein ekspresyonları arasında, doku RhoC protein ekspresyonu ile lökosit RhoA 

protein ekspresyonu arasında ise pozitif korelasyon vardı (sırasıyla P=0.0014, 

P=0.0307, P=0.0313). 
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Tablo 4.8. Primer pterjium doku gen ekspresyonu analizi ile primer pterjium lökosit 

gen ekspresyonu analizinin korelasyon analizi 

Lökosit gen 

ekspresyonu 

Doku gen ekspresyonu 

RHOA RHOB RHOC RHOD RND3 

RHOA r
2
=0.03282 

P=0.3380 

r
2
=0.02357 

P=0.4180 

r
2
=0.02513 

P=0.4028 

r
2
=0.01383 

P=0.5360 

r
2
=0.002571 

P=0.7902 

RHOB r
2
=0.07061 

P=0.1558 

r
2
=0.0592 

P=0.1951 

r
2
=0.08537 

P=0.1172 

r
2
=0.05287 

P=0.2216 

r
2
=0.000391 

P=0.9174 

RHOC r
2
=0.1020 

P=0.0854 

r
2
=0.08567 

P=0.1165 

r
2
=0.0514 

P=0.2283 

r
2
=0.004347 

P=0.7292 

r=0.4270 

r
2
=0.1824 

P=0.0186 

RHOD r
2
=0.02941 

P=0.3648 

r
2
=0.02757 

P=0.3805 

r
2
=0.03416 

P=0.3282 

r
2
=0.02513 

P=0.4028 

r
2
=0.000709 

P=0.8889 

RND3 r
2
=0.02199 

P=0.4341 

r
2
=0.02083 

P=0.4467 

r
2
=0.009293 

P=0.6123 

r
2
=0.008885 

P=0.6203 

r
2
=0.00006 

P=0.9665 

Primer pterjium doku RHOE (RND3) gen ekspresyonları ile lökosit RHOC gen 

ekspresyonu arasında pozitif korelasyon saptandı (P=0.0186). 
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4.2.4. RAC gen ekspresyonu sonuçları 

ġekil 4.7‟de 30 hastanın dokusundan elde edilen gen ekspresyonu analizi sonuçları 

gösterilmektedir. ġekilde belirtildiği gibi RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonu pterjium 

dokusunda belirgin olarak artıĢ göstermiĢtir.  

 

ġekil 4.7. RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonu analizi. 

Kontrol olarak kullanılan konjonktival greft dokusu ve primer pterjium dokusunda 

RAC2 (*P=0.0464) ve RAC3 (***P=0.0002) gen ekspresyonu (n=30). Veriler ortalama 

± SEM olarak sunulmuĢtur. 

4.2.5. Rac proteinlerinin Western blot analizi sonuçları 

Kontrol ve primer pterjium dokularındaki Rac2 ve Rac3 ile -aktin protein 

ekspresyonlarının Western blot analizlerinden örnek bantlar ġekil 4.8‟de gösterilmiĢtir. 

Rac2 ve Rac3 protein ekspresyonları pterjium dokusunda anlamlı olarak değiĢmediği 

saptanmıĢtır (P>0.05, ġekil 4.9). 
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 Rac2 Rac3 

Kontrol 

(Otogreft)   

β-aktin 

  

Pterjium 

  

β-aktin 

  

ġekil 4.8. Rac proteinlerin Western blot analizlerinden örnek bantlar. 

Kontrol (sağlıklı konjonktival greft dokusu) ve hasta (primer pterjium) dokularındaki 

Rac2 ve Rac3 ile β-aktin protein ekspresyonlarının Western blot analizlerinden örnek 

bantlar. 

 

ġekil 4.9. Rac proteinlerinin Western blot analizi 

Kontrol olarak kullanılan konjonktival greft dokusu ve primer pterjium dokusunda Rac2 

(n=36, P=0.3304) ve Rac3 (n=38, P=0.3094) protein ekspresyonları. Veriler ortalama ± 

SEM olarak sunulmuĢtur. 
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4.2.6. Rac proteinleri korelasyon analizleri 

Tablo 4.9. Rac2 ve Rac3 Primer pterjium doku protein ekspresyonu analizi ile gen 

ekspresyonu analizinin korelasyon analizi 

Protein 

ekspresyonu 

Gen ekspresyonu 

RAC2 RAC3 

Rac2 r
2
=0.000071 

P=0.9668 

r
2
=0.03916 

P=0.3225 

Rac3 r
2
=0.001713 

P=0.8344 

r
2
=0.01092 

P=0.5966 

Primer pterjium doku Rac2 ve Rac3 protein ekspresyonu analizinin korelasyon 

analizinde anlamlılık saptanmamıĢtır (r
2
=0.01203, P=0.5306). 

Primer pterjium doku RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonunun korelasyon analizinde pozitif 

korelasyon saptanmıĢtır (r=0.6414, r
2
=0.4114, P=0.0002). 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Bu çalıĢma ile ilk kez pterjium doku örneklerinde ve izole edilen lökositlerinde RHOA, 

RHOB, RHOC, RHOD ve RND3 (RHOE) gen ve protein ekspresyon düzeyleri 

araĢtırılmıĢ ve sonuçlar arasında korelasyon analizi yapılmıĢtır. Gen ekspresyon 

sonuçları genellikle protein ekspresyon sonuçlarını destekler nitelikte bulunmamıĢtır. 

Bu sonuçların doğrulanması için daha baĢka çalıĢmalara gereksinim bulunmaktadır.  

ROCK; aktin hücre iskeleti organizasyonu, hücre adhezif etkileĢimleri ve kontraktiliteyi 

ve ESM komponent sentezini regüle eder (264). Rho/ROCK sinyalinin; hücre 

proliferasyonu, epitelyal farklılaĢma, hücre migrasyonunun modülasyonu ve hücre 

adezyonu dahil olmak üzere tüm kornea tabakalarında birçok fonksiyonu düzenlediği 

gösterilmiĢtir (265). Limbal-korneal epitel transisyonu, ROCK1 ekspresyonunun artıĢı 

ile iliĢkilendirilmiĢtir (204). In vitro ve in vivo çalıĢmalarda ROCK sinyallerinin kornea 

yara iyileĢmesi mekanizmalarında rol oynadığı ve aktivasyonunun arttığı gösterilmiĢtir 

(204, 205). 

VEGF, anjiyogeneze katkıda bulunan bir büyüme faktörüdür. VEGF‟nin pterjium 

dokusunda aĢırı eksprese edildiği, pterjium anjiyogenezinde ve fibrovasküler 

progresyonunda rolü olduğu bildirilmiĢtir (39, 40, 41, 43, 139). VEGF ile indüklenen 

permeabilite artıĢı, hücre migrasyonu ve anjiyogenezin Rho proteinleri ile iliĢkili olduğu 

bilinmektedir. RhoA, VEGF tarafından hızlı bir Ģekilde aktive edilip endotelyal 

sitoplazma zarına alınmaktadır (44, 45). Ayrıca ROS‟un direkt olarak Rho/Rho-kinaz 

sinyal yolağı üzerinden etki ettiği gösterilmiĢtir (29). Rho/ROCK yolağının hücre 

proliferasyonu, migrasyonu, anjiyogenez ve oksidatif stres mekanizmalarındaki 

etkilerine dayanarak yapılan bu araĢtırma; RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RHOE gen 

polimorfizmleri, RAC2 ve RAC3 dahil olmak üzere gen ve protein ekspresyonları ile 

pterjium geliĢimi arasındaki iliĢkiyi inceleyen ilk çalıĢmadır. 

AraĢtırmacılar son zamanlarda pterjium ile iliĢkili genleri tanımlamak için SNP 

analizleri yapmaktadır. Pterjium oluĢumu veya nüksü ile iliĢkili olabilecek genlerin 

tespiti için daha fazla çalıĢmaya ihtiyaç duyulmaktadır. SNP'ler, pterjium riski için 

yararlı markerlar olabilir ve pterjiuma yatkın olan hastaları önceden tanıma imkanı 

sağlayabilir. Literatürde pterjium ile yapılan polimorfizm çalıĢmaları mevcuttur.  
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Pterjium patogenizinden en çok sorumlu tutulan UV radyasyonu, ıĢığa duyarlı endojen 

bileĢikleri aktive ederek ROS üretimine ve oksidatif strese neden olur. UV kaynaklı 

oksidatif stres; ECM‟nin bozulmasına, kollajen ve elastinin sentezinde hasara neden 

olmaktadır. Hücrelerin antioksidan mekanizmalarından olan Glutatyon S-Transferaz 

enziminin GSTT1 null polimorfizmi ile pterjium prevalansı arasında anlamlı bir iliĢki 

bulunmamıĢtır (266). GSTM1 null genotipinin ise pterjiumun erken baĢlangıcıyla 

iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (31, 267). 

DNA tamir genleri polimorfizmlerinin pterjium oluĢumuyla iliĢkili olduğu 

gösterilmiĢtir. DNA tamir proteinlerinden XRCC-1 (rs25487)‟in, hOGG1 enziminin 

(rs1052133) ve DNA çift zincir kırıkları onarım sisteminde önemli bir rolü olan Ku70 

proteinin (rs5751129) gen polimorfizmlerinin pterjium ile korelasyonu olduğu 

saptanmıĢtır (32, 65, 268). DNA onarım yolları ve foto-oksidatif reaksiyonları için 

belirlenen genetik polimorfizmler, pterjium geliĢimi riski yüksek olan bireyleri 

tanımlamayı vaat etmektedir.  

Bir endotel hücresine özgü mitojen VEGF‟nin pterjiumun epitelyal, stromal ve 

endotelyal hücrelerinde yüksek oranda eksprese edildiği ve pterjiumun fibrovasküler 

proliferasyonunda rolü olduğu ileri sürülmüĢtür (40, 43, 139). VEGF genetik 

polimorfizminin pterjiumun oluĢumuna ve anjiyogenez yeteneğine katkıda 

bulunabileceği rapor edilmiĢtir. Antianjiyogenez ilacına verilen terapötik cevabın VEGF 

allel varyantına bağlı olabileceği tespit edilmiĢtir. VEGF geninin genetik polimorfizmi 

ve protein ekspresyonu, pterjiumun anti-VEGF ajanları ile selektif tedavisinde 

potansiyele sahip olduğu düĢünülmektedir (41). Ayrıca VEGF‟nin pterjiumun ana kısmı 

olan fibrovasküler komponenti ile iliĢkisinden dolayı VEGF polimorfizmi ile pterjium 

arasındaki iliĢkisi incelenmiĢ olup kadın hastalarda VEGF polimorfizminin (rs833061) 

pterjium oluĢumuyla korele olduğu saptanmıĢtır (36). 

Pterjiumda ACE'nin nükleer immünolokalizasyonu histolojik olarak gösterilmiĢtir. 

Bunu takiben yapılan bir çalıĢmada; pterjium geliĢim riskinde ACE polimorfizmi 

(rs1799752) iliĢkili bulunmuĢtur (35, 269). CYP1A1 polimorfizminin (C/T, T/T) de 

pterjium ile korelasyon gösterdiği, pterjium için risk oluĢturduğu rapor edilmiĢtir. 

CYP1A1 polimorfizminin pterjium hassasiyetinde bir marker olabileceği öne 

sürülmüĢtür (33, 34).  
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Pterjiumun patogenezinden sorumlu olan UV, oküler yüzey epitelinden proinflamatuar 

sitokinlerin sekresyonuna neden olmaktadır. Bu inflamatuar sitokinlerden TNF-α, 

pterjium fibroblastlarını aktive etmektedir. TNF-α‟nın promoter bölgesindeki 

polimorfizm ile pterjium arasında ise korelasyon bulunamamıĢtır (270). 

Rodrigues ve ark. (95) tarafından p53 proteindeki anormal ekspresyonunun, kodon 72 

polimorfizminin (Arg/Pro) pterjium patogenizinde rolü olduğu öne sürülmüĢtür. Daha 

önce yapılan çalıĢmalarda ise p53 kodon 72 polimorfizmi ile pterjium arasında anlamlı 

bir iliĢki saptanmamıĢtır (271, 272).  

Pterjium fibroblastlarında MMP-9 ekspresyon seviyelerinin normal fibroblastlara göre 

daha yüksek olması pterjiumun ilerlemesi ile ilgili bulunmuĢtur (273). Tayvan‟da 

yapılan bir çalıĢmada ise MMP-8‟e ait genetik polimorfizm ile pterjium arasında 

anlamlı bir iliĢki saptanmamıĢtır (274).  

Literatürde kanser, kardiyovasküler hastalıklar, otoimmün hastalıklar, iskemik felç, 

metabolik sendrom, respiratuar distres sendromu (RDS), böbrek hastalıkları, diyabet, 

yüksek irtifa akciğer ödemi ve psikiyatrik rahatsızlıklarla ROCK1 ya da ROCK2 enzim 

polimorfizmleri arasında iliĢki bulunmuĢtur (275-283). Sistemik sklerosis, glokom, 

prostat kanseri ve atriyal fibrilasyon gibi çeĢitli rahatsızlıklarda Rho proteinleri gen 

polimorfizmleri ve ekspresyonu çalıĢmaları literatürde mevcuttur (284-287). Pterjium 

ile Rho proteinlerinin polimorfizmi ve ekspresyonu arasındaki iliĢki ilk kez bu 

çalıĢmayla ele alınmıĢtır. 

Bu çalıĢmada ise RHOA genine ait 7, RHOB genine ait 5, RHOC genine ait 6, RHOD 

genine ait 6, RND3 (RHOE) genine ait 6 polimorfizm bölgesi olmak üzere toplam 30 

SNP‟in pterjium ile iliĢkisi araĢtırıldı. Bu genlere ait polimorfizmlerin genotip ve allel 

analizleri yapıldı. RHOB geni rs35881336, RHOD geni rs75872861 ve RHOE geni 

rs75581868 polimorfizmlerinde sonuç alınamadığı için analizler 27 SNP üzerinden 

yapıldı. 

RHOA gen SNP‟lerinde genotip ve allel frekansları bakımından kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlılık bulunmamıĢtır. RHOB gen rs2602160, rs62121967, 

rs62121968, rs11541350 SNP'leri; RHOC gen rs2230329, rs2306937, rs1804292, 
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rs11102522 SNP‟leri hem genotip hem de allel frekansları bakımından istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmuĢtur (P<0.0001). RHOC gen rs11538960 SNP‟i (P=0.0002); 

RHOD gen rs11227675, rs61891303 SNP‟leri (P<0.0001) hem genotip hem de allel 

frekansları bakımından istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. RHOD geni rs7112925 

SNP‟i de genotip frekansı (P<0.0001) ve allel frekansı (P=0.0016) istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuĢtur. RND3 (RHOE) geni rs13418763, rs1441982 ve rs76447184 

SNP‟leri hem genotip hem de allel frekansları bakımından istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuĢtur. 

Alınan sonuçlara göre pterjium ile RHOB gen rs2602160 polimorfizminde AA genotipi; 

rs62121967 polimorfizminde GG genotipi; rs62121968 ve rs11541350 

polimorfizmlerinde CC genotipi arasında anlamlı bir iliĢki saptanmıĢtır. RHOC gen 

rs2230329, rs2306937 ve rs11538960 polimorfizmlerinde GG genotipi; rs11102522 

polimorfizminde TT genotipi ile ilgili anlamlı bir iliĢki saptanmıĢtır. RHOC gen 

rs1804292 polimorfizminde ise GG genotipi taĢımama pterjium ile iliĢkili bulunmuĢtur. 

RHOD gen rs11227675 polimorfizminde AA genotipi; rs61891303 polimorfizminde 

CC genotipi; rs7112925 polimorfizminde TT genotipi ile ilgili anlamlı bir iliĢki 

saptanmıĢtır. RND3 (RHOE) geni rs13418763 polimorfizminde CT genotipi ve T alleli; 

rs1441982 polimorfizminde CC genotipi; rs76447184 polimorfizminde GG genotipi ile 

pterjium arasında anlamlı iliĢki bulunmuĢtur. Risk genotipinin belirlenmesi pterjium 

patogenezini tam olarak açıklayamamakla beraber, genetik tarama testleriyle riskli 

genotipe sahip bireyler belirlenebilirse bu bireylere pterjium geliĢimi için risk tayini 

yapılabilir. Bunun sonucunda hastalar daha sık takip edilerek pterjiumun kornea 

invazyonu ve hastaların görme kalitesinin bozulması geciktirilebilir. Dolayısıyla 

belirtilen Rho proteinleri SNP‟lerinin pterjium için prognostik değer taĢıdığı 

düĢünülmektedir.  

VEGF genellikle yara iyileĢmesi sırasında yüksek oranda eksprese edilmektedir (288). 

Kornea, limbus ve konjonktivada tekrarlanan UV hasarının, limbal hücrelerin azalmıĢ 

aktivitesine ve yara iyileĢmesi için artmıĢ VEGF ekspresyonuna neden olduğu 

belirtilmiĢtir (43). Artan VEGF‟nin neovaskülarizasyona neden olduğu ve limbal 

hücrelerin azalmıĢ aktivitesinin korneanın fibrovasküler doku invazyonunu 

engelleyemediği bu faktörlerin pterjiumun patogenezinde sinerjistik olarak etki ettiği 

öne sürülmüĢtür (288, 289). Bryan ve ark. (290) Rho/Rho-kinaz sinyal yolağının VEGF 
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ile indüklenen migrasyonun yanında VEGF aracılıklı hücre permeabilitesini ve yaĢam 

süresini de düzenlediğini göstermiĢlerdir. Rac'ın da fibroblastlarda RhoA'nın aktivitesini 

düzenlediği, hücre morfolojisi ve migrasyonunun kontrolünü sağladığı gösterilmiĢtir 

(291).  

Postmortem gözlerde yapılan araĢtırmada RhoA protein ekspresyonunun glokomlu 

hastaların optik sinir ucunda anlamlı olarak arttığı ve glokom kaynaklı optik sinir hasarı 

patofizyolojisinde RhoA‟nın katkısı olabileceği rapor edilmiĢtir (25). Optik sinir 

hasarından sonra retinal gangliyon hücrelerde Rho aktivitesinin arttığı da bilinmektedir 

(292). Sıçanlarda optik sinir aksotomi sonrası RhoA antagonisti C3‟ün uygulanması ile 

aksonal rejenerasyonun sağlandığı ve retinal gangliyon hücrelerinin daha uzun yaĢadığı 

rapor edilmiĢtir (293, 294). TNF-α‟nın RhoA‟yı aktive ettiği ve ROCK bağımlı miyozin 

fosforilasyonunu indüklediği de bilinmektedir (295).  

Gözlerdeki anjiyogenez, yaĢa bağlı maküler dejenerasyon ve diyabetik retinopati gibi 

birçok oküler hastalıkta görme kaybına katkıda bulunur (296). K-115 olarak da bilinen 

ROCK inhibitörü ripasudil, VEGF'nin neden olduğu ROCK aktivasyonunun azalması 

ile retinal mikrovasküler endotel hücrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu önemli 

ölçüde baskılamaktadır. Ripasudil, oksijenle indüklenen retinopatiye sahip farelerde 

retinal hipoksi alanını etkili bir Ģekilde azaltmaktadır. Ek olarak vaskülariteyi 

normalleĢtirip vasküler perfüzyonunu arttırmaktadır (297). ROCK inhibitörü 

AMA0526‟nın in vivo anjiyogenez modelinde korneal neovaskülarizasyonu ve azalmıĢ 

inflamatuar hücre infiltrasyonunu etkili bir Ģekilde inhibe ettiği gösterilmiĢtir (298). Ek 

olarak AMA0428 ROCK inhibitörünün lazer kaynaklı koroidal neovaskülarizasyonunun 

fare modelinde damar büyümesini ve sızıntıyı azalttığı rapor edilmiĢtir (299). 

VEGF'ye yanıt olarak endotel hücrelerinde RhoB ekspresyonu artmaktadır. RhoB, 

VEGF'nin neden olduğu endotelyal hücre morfogenezinde kısmen RhoA/ROCK 

yolağının aktivitesini negatif Ģekilde regüle ederek rol oynadığı öne sürülmüĢtür (300). 

Ġnsan endotel hücresinde RhoB tükenmesinin, endotelyal hücre migrasyonu ve kapiller 

morfogenez gibi anjiyogenez için önemli olan iĢlemler üzerinde zararlı etkilere yol 

açtığı gösterilmiĢtir. Bunun RhoB yokluğunda VEGF stimülasyonunun ardından uygun 

olmayan Ģekilde artmıĢ aktif RhoA seviyelerinden kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

RhoC aktivitesinin olmaması da buna katkıda bulunabileceği düĢünülmektedir. Bu 
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sonuçlar doğrultusunda RhoB'nin pro-anjiyojenik büyüme faktörü VEGF'ye karĢılık 

olarak RhoA'nın negatif regülasyonu ve RhoC aktivitesinin pozitif regülasyonu yoluyla 

endotel hücre kılcal morfogenezi üzerinde kontrol uyguladığını düĢündürmüĢtür (300). 

Primer pterjiumda RHOC, RHOD ve RHOE doku gen ekspresyonları anlamlı olarak 

artarken RHOA ve RHOB‟de değiĢiklik saptanmamıĢtır. Rho GTPaz‟ların ekspresyonu 

da UV ve ROS ile indüklenmektedir (26, 27). UV radyasyon, RhoE mRNA ve protein 

düzeylerini arttırmaktadır (28). Bu sonuç bizim bulduğumuz RHOE doku gen 

ekspresyonu artıĢı ile uyumludur. UV ıĢınları klinikte tedavi amaçlı olarak da 

kullanılmaktadır. Özellikle psoriasis (sedef) ve vitiligo gibi deri hastalıklarında UVA ve 

UVB ıĢınlarından faydalanılmaktadır. Tedavi ile birlikte hastalarda pterjium gibi 

yüzeyel göz rahatsızlıklarının geliĢmesi mümkündür (301). UV ıĢınları ile tedavide 

hastalara filtreli gözlük takılarak göz rahatsızlıklarının olası pterjium geliĢiminin 

engellenmesi mümkün olabilir. 

Primer pterjium hastalarının venöz kanından izole edilen lökositlerdeki analizde ise 

RHOB ve RHOC gen ekspresyonunda anlamlı azalıĢ saptanmıĢtır. Primer pterjium 

dokularında ise RhoD protein ekspresyonunda anlamlı bir azalma olduğu belirlenmiĢtir. 

Primer pterijum hastalarının kanından izole edilen lökositlerdeki protein ekspresyonu 

sonuçlarına göre RhoA ve RhoB protein ekspresyonlarında anlamlı artıĢ olduğu 

gözlenmiĢtir. Bütün bu sonuçlar pterjium patogenezinde Rho/ROCK yolağının da 

katkısı olduğunu ortaya koymaktadır. 

Protein ve gen ekspresyonu sonucunda elde edilen verilerin korelasyon analizleri 

yapılmıĢtır. Primer pterjium hastalarında pterjium dokusu RHOA gen ekspresyonu ile 

RhoB protein ekspresyonu arasında pozitif korelasyon, RHOB gen ekspresyonu ile 

RhoC protein ekspresyonu arasında ise negatif korelasyon saptanmıĢtır. Primer pterjium 

doku RhoC ve RhoD protein ekspresyonları ile lökosit RhoC protein ekspresyonu; doku 

RhoE protein ekspresyonu ile lökosit RhoD protein ekspresyonu arasında negatif 

korelasyon saptanmıĢtır. Primer pterjium dokusu RhoB protein ekspresyonu ile lökosit 

RhoA ve RhoB protein ekspresyonları arasında, doku RhoC protein ekspresyonu ile 

lökosit RhoA protein ekspresyonu arasında ise pozitif korelasyon bulunmuĢtur. Primer 

pterjium doku RHOE (RND3) gen ekspresyonları ile lökosit RHOC gen ekspresyonu 

arasında pozitif korelasyon saptanmıĢtır. 
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Bu çalıĢmayla ilk defa pterjium dokusunun gen ekspresyonu analizinde RAC2 ve RAC3 

gen ekspresyonlarının arttığı bulunmuĢtur. Ġstatistiksel olarak anlamlı bulunmasa da 

Rac3 protein ekspresyonu artıĢı da gösterilmiĢtir. Rac2 ve Rac3 proteinlerinin pterjium 

geliĢimine katkıda bulunabileceği, pterjium dokusunun büyümesini ve invazyonunu 

modüle edebileceği düĢünülmektedir. 

Rac proteinleri; immün regülasyonunda, apoptoz, hücre iskeleti regülasyonu, ROS 

üretimi ve lökosit trafiği gibi birçok inflamatuar yolda anahtar bir proteindir. Bu 

nedenle Rac yolunun modülasyonu patogenetik öneme sahip olmaktadır (302, 303). Rac 

aktivasyonun fibrolastlarda ROS‟u arttırdığı gösterilmiĢtir (258). Pterjium oluĢumunda 

fibrolastların rolü de gösterilmiĢtir (253). Pterjium hastalarında ROS artıĢı ile birlikte 

oksidan ve antioksidan sistem arasında bir dengesizlik olmaktadır. Pterjiumda 

antioksidan enzimlerin azaldığı da gösterilmiĢtir (18, 19). Rac2 ve Rac3 

ekspresyonundaki artıĢ ile birlikte daha fazla üretilen serbest radikallerin, pterjiumdaki 

azalmıĢ antioksidan enzimlerle ortamdan uzaklaĢtırılamaması ile birlikte pterjiumun 

geliĢimine katkı yapması mümkündür. 

Pterjium tedavisinde kullanılan anti-VEGF ajanı bevacizumab‟ın yapılan bir meta 

analizde tedavinin anlamlı bir etkisinin olmadığı gösterilmiĢtir. Bu nedenle 

anjiyogeneze katkıda bulunan yeni yaklaĢımlara ihtiyaç duyulmaktadır (304). 

Demiryürek ve ark. (142) tarafından hem ICAM-2 hem de ICAM-3'ün pterjiumun epitel 

ve kapiller endotel hücrelerinde upregüle olduğu gösterilmiĢtir. ICAM-2 ayrıca endotel 

kavĢaklarında da eksprese edilmektedir, küçük GTPaz Rac aktivasyonu ve hücre 

migrasyonu yoluyla anjiyogeneze aracılık etmektedir (305). Tüm veriler ele alındığında 

bu çalıĢmada gösterilen Rac2 ve Rac3 gen ekspresyonu artıĢının anjiyogeneze katkı 

yapabileceği fikrini akla getirmektedir. 

Bu çalıĢmada primer pterjium doku örnekleri normal konjontival doku ile 

karĢılaĢtırıldığında RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonlarında artıĢ bulunmuĢtur. 

Ġstatistiksel olarak anlamlı bulunmasa da pterjium dokularında Rac3 protein 

ekspresyonunda artıĢ saptanmıĢtır. Bu bulgular Rac2 ve Rac3 proteinlerinin pterjium 

patogenezine bir katkısı olduğunu iĢaret edebilir. Pterjium geliĢiminde Rac1 proteinin 

rolüne iliĢkin bir araĢtırma bulunmamaktadır ve daha baĢka çalıĢmalarla Rac1 

proteininin rolü de belirlenmelidir.  
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ÇalıĢmamızın limitasyonu, gen ve protein ekspresyon analizlerinin farklı hastalar 

üzerinden yapılmasıdır. Kontrol olarak kullanılan konjonktival otogreft dokusundan çok 

küçük miktarda alınabildiğinden gen ve protein ekspresyon analizlerini aynı numuneden 

yapmak mümkün olmamıĢtır. Bu araĢtırmadan elde edilen sonuçlara göre gen 

ekspresyonunu ile elde edilen verilerin protein ekspresyonu ile desteklenmemesi, farklı 

yöntemlerle gen ekspresyonunun araĢtırılmasını ve protein ekspresyonu için 

immunohistokimyasal yöntemler gibi farklı metotlara baĢvurulmasını gerekli 

kılmaktadır. 

Bu araĢtırma; RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RND3 (RHOE) genetik 

polimorfizmlerinin ve Rho proteinlerinin (RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, Rac2 ve 

Rac3) gen ve protein ekspresyonlarının pterjium hastalığının geliĢmesinde katkısının 

olup olmadığını ve pterjiuma yatkınlığı ortaya koyan ilk çalıĢmadır. RHOC, RHOD ve 

RHOE doku gen ekspresyonunun pterjium olanlarda yüksek bulunması da bu hastalıkta 

Rho/Rho-kinaz yolağının rolü olabileceğini gösteren önemli bir veridir. Bu çalıĢmadan 

elde ettiğimiz bulgular pterjium etyopatogenezinde genetik faktörlerin rol oynadığını ve 

Rho/Rho-kinaz yolağının rolünün olabileceğini ortaya koymaktadır. Bu projede 

araĢtırılan 15 adet RHO gen polimorfizmlerinin pterjiumla iliĢkili olduğu ilk kez 

gösterilmiĢtir. Bu araĢtırma ile pterjium patogenezinin açıklanmasına katkıda bulunacak 

yeni bir gen bölgesi ortaya konmuĢtur. ÇalıĢmamız aynı zamanda Türk toplumunda 

RHO gen polimorfizmlerinin pterjiuma yatkınlıkta iliĢkili olduğunu ortaya koymaktadır. 

RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RND3 (RHOE) gen polimorfizmlerinin fonksiyonel 

olup olmadıkları bilinmemektedir. Bu araĢtırmanın sonuçları pterjium hastalığının 

takibinde ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde katkı sağlayabilecek niteliktedir. 

Genel olarak Rho proteinlerinin farmakolojik olarak hedeflenerek pterjiumun 

destekleyici tedavisine katkıda bulunabileceğini düĢünmek mümkündür. Pterjiumun 

erken dönemde tespiti için Rho proteinleri gen polimorfizmlerinin genotiplemesi 

yapılarak marker olarak kullanılabileceği düĢünülmektedir. Farklı yaĢam tarzları, 

çevresel koĢullar ve genetik faktörler de pterjiumun geliĢimine katkıda bulunmaktadır. 

Türk toplumunda yapılan bu çalıĢmanın farklı etnik ve büyük popülasyonlarda da 

uygulanması ve sonuçlarının karĢılaĢtırılması önerilmektedir.  
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