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OZET

PTERJIUM iLE RHO PROTEINLERININ EKSPRESYONU VE
POLIMORFIiZMI ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Ahmet SARACALOGLU
Doktora Tezi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK
Aralik 2019, 105 sayfa

Pterjium yaygin bir okiiler yiizey hastaligidir. Bu ¢alismada pterjium gelisiminde Rho
proteinleri ekspresyonu ve gen polimorfizmlerinin rolii olabilecegi hipotezi test
edilmistir. Bu ¢alismanin amact RHOA, RHOB, RHOC, RHOD, RND3(RHOE) gen
polimorfizmleri, gen ve protein ekspresyonlar1 ile pterjium arasindaki iliskiyi
arastirmaktir. RAC2, RAC3 gen ve protein ekspresyonlar1 da ¢alisilmigtir. Caligmaya
383 pterjium hastasi ile benzer yas ve cinsiyetteki 331 saglikli birey kontrol grubu
olarak alinmigtir. Gen polimorfizmleri ve ekspresyonlart BioMark HD dinamik array
sistemi kullanilarak real-time PCR ile belirlenmistir. Western blot metodu kullanilarak
protein ekspresyonlart arastirilmistir. Bonferroni diizeltmesine gére 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 frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.001).
RHOC, RHOD, RHOE, RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonlar1 pterjial dokularda belirgin
sekilde ytlikselmistir (sirastyla, P=0.0047, P=0.0003, P=0.0164, P=0.0464 ve P=0.0002).
Pterjium hastalarinin 16kositlerinde RHOB ve RHOC gen ekspresyonlar: belirgin
azalmistir (swrasiyla, P=0.0113 ve P=0.0236). Pterjial dokularda RhoD protein
ekspresyonunda belirgin azalma tespit edilmistir (P=0.0046). RhoA, RhoB protein
ekspresyonlari 16kositlerde belirgin sekilde artmistir (sirasiyla, P=0.0180 ve P=0.0033).
Pterjiumda ilk defa bu g¢alisma ile Rho proteinleri polimorfizmi ve ekspresyonu
gosterilmistir. Bu sonuglar, pterjium gelisimindeki molekiiler mekanizmalar1 anlamaya
ve yeni terapotik hedefler saglamaya yardimer olabilir.

Anahtar sozciikler: Pterjium, Rho protein, Polimorfizm, Ekspresyon



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ASSOCIATION OF PTERYGIUM WITH RHO
PROTEINS EXPRESSION AND POLYMORPHISM

AHMET SARACALOGLU
PhD Thesis, Department of Medical Pharmacology
Supervisor: Prof. Dr. Abdullah Tuncay DEMIRYUREK
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



1. GIRIS ve AMAC

“Kiiclik kanat” anlamima gelen Yunanca “pterygion” teriminin latince bir versiyonu
olan “pterygium (pterjium)” terimi, fibrovaskiiler konjonktiva biiylimesi olarak
tamimlanmaktadir (1). Literatiirde sorfcti gozii (surfer’s eye) olarak da bilinmektedir (2).
Korneaya da invazyon gosteren bir hastaliktir, ayn1 anda nazal ve temporal bdlgede
olmakla birlikte %90 nazal bolgede bulunmaktadir. Tipik olarak iiggen seklindedir.
Pterjium, kornea ylizeyindeki subkonjonktival ve fibrovaskiiler dokunun kontrolsiiz
hiicresel proliferasyonundan kaynaklanan dejeneratif ve inflamatuar bir siirectir.
Hastaligin etiyolojisi ve patolojisi tam olarak bilinmemektedir (3, 4). Pterjiumun

standart tedavi yontemi cerrahi eksizyondur (5).

Pterjium prevalansi tiim diinyada yaygin olarak degismekle birlikte, genel popiilasyonda
prevalans oran1 %10.2 olarak bildirilmistir (4). Pterjium; epidemiyolojik calismalarda
ileri yas, erkek cinsiyet, daha az egitim siiresi ve acik is yeri ile iliskili olarak daha
yiiksek oranda rapor edilmistir (6-10). Pterjium prevalansi kronik giinese maruz kalma
(11) ve ozellikle de ultraviyole (UV) ile iliskilidir (12-14). Tropik bolgelerde daha
yaygin goriilen bir hastaliktir (15, 16).

Pterjium patogenezinden en ¢ok UV sorumlu tutulmaktadir ama patogenezi tam olarak
bilinmemektedir ve g¢esitli patojenik faktorler One siiriilmistir (17). Pterjiumun
patogenezinden sorumlu tutulan UV radyasyonu reaktif oksijen radikalleri (ROS,
reactive oxygen species) olusumuna neden olmaktadir. Pterjiumda artmis ROS tiretimi
oldugu ve antioksidan enzimlerin azaldig1 gosterilmistir (18, 19). Pterjium dokusunda
oksidatif stresin ve deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarmin arttigi (20, 21) ve lipid
peroksidasyon iriinii olan malondialdehit (MDA) diizeylerinin yiikseldigi, antioksidan
enzim siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeylerinin
diistiigi bilinmektedir (19, 22).

Ras homolog (Rho) proteinleri, monomerik GTPazlarin Ras siiperfamilyasinin Rho alt
familyasi iiyeleridir. Rho GTPazlar; hiicre biiyiikliigiiniin, proliferasyonun, apoptozun,
hiicre polaritesinin, hiicre yapismasinin, hiicre motilitesinin ve membran trafiginin
diizenlenmesinde ¢ok oOnemli rol oynamaktadir (23). Rho proteinlerinin bir¢ok

fonksiyonu RhoA ile yapilan calismalarla belirlenmistir. RhoA, viicutta en fazla
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bulunan ve en ¢ok ¢alisilan bir Rho proteini alt tipidir (24). RhoA protein seviyesinin

glokomlu hastalarin optik sinir ucunda anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (25).

Rho GTPaz’larin ekspresyonu RhoB, UV ve ROS ile indiiklenir (26, 27). UV
radyasyon, RhoE mRNA ve protein diizeylerini arttirmaktadir (28). ROS’un direkt
olarak Rho/Rho-kinaz sinyal yolagi iizerinden etki ettigi gosterilmistir (29). Rac
proteinleri de siiperoksit olusumundan 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 olusumuyla iliskili
oldugu gosterilmistir (31, 32). CYP1AL (C/T, T/T) polimorfizminin pterjium i¢in risk
olusturdugu rapor edilmistir (33, 34). Pterjium gelisim riskinde anjiyotensin
doniistiiriicii enzim (ACE) polimorfizmi (rs1799752) iliskili bulunmustur (35). Ayrica
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) polimorfizminin (rs833061) kadin
hastalarda pterjium olusumuyla iliskili oldugu da saptanmistir (36). Yapilan bu

calismalar genetik faktorlerin pterjiumda rolii oldugunu gostermektedir.

Pterjiumda Glutatyon S-transferaz izoenzimleri GSTP1 ve GSTT1’in ekspresyonlarinda
anlamhi artis gozlenmistir (37). Pterjiumda hiicre migrasyonuyla ilgili genlerin
ekspresyonunda artis oldugu bildirilmistir (38). Pterjiumda VEGF sekresyon yoluyla
vaskiilarizasyon oldugu rapor edilmistir (39). VEGF’nin pterjium dokusunda asiri
eksprese edildigi, pterjiumun anjiyogenezisi ve fibrovaskiiler progresyonunda rolii
oldugu bildirilmistir. (40-43). VEGF ile indiiklenen mikrovaskiiler permeabilite artisi,
hiicre migrasyonu ve anjiogenezin Rho proteinlerinin yolagiyla iligkili oldugu

gosterilmistir (44, 45).

Rho/Rho-associated coiled-coil-forming kinase (ROCK) yolagmin, migrasyon,
sitokinez, ROS ve VEGF iizerinde etkileri mevcuttur (23, 29, 44, 45). Rho proteinleri
ailesi genlerinden RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RHOE’deki polimorfizmler, bu
proteinlerin fonksiyonlarini degistirebilir. Rho proteinlerinin (RHOA, RHOB, RHOC,
RHOD, RHOE, RAC2 ve RAC3) gen ve protein ekspresyonlarinin seviyeleri de
patolojik durumlarda degisebilir. Pterjiumda UV 1isinlarina bagli olarak ROS’un,

VEGF nin ve hiicre migrasyonunun sorumlu oldugu gésterilmistir (17-19, 40). Pterjium



gelisiminde molekiiler mekanizmalarin ve genetik polimorfizmlerin rolii oldugu rapor
edilmistir (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 eckspresyonlari arasindaki iliskiyi arastirmaya
yonlendirmistir. Bu calismada; “Rho proteinleri ekspresyonu ve gen varyantlarinin,
pterjium gelisim riskinde rol oynayabilir” hipotezini kurmaktayiz. Bu konuyla ilgili
literatiirde yaymlanmis heniiz bir arastirma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile ilk kez
Tirk toplumunda pterjium ile Rho proteinleri gen polimorfizmi ve ekspresyonu

arasindaki iliskinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Goz Kiiresi Anatomisi

Goz, yag dokusuna gomiilii sekilde orbitalarda bulunur. Orbital yag dokusundan Tenon
kapsiilii denilen ince bir fasiyal kilif ile ayrilir. Distan ige dogru: Tunica fibrosa bulbi
(korneoskleral tabaka), tunica vasculosa bulbi (tractus uvealis) (vaskiiler tabaka) ve
tunica interna bulbi (noral tabaka) olmak iizere 3 tabakadan olusmaktadir (46). Goz

kiiresinin makroskobik anatomisi Sekil 2.1’de gosterilmistir (47).

Kornea
Pupil
On kamara
Arka kamara Lens
Konjonktiva iris
Sch
Siliyer cisim kanah
Zoniil
Ora serrata
Retina
Koroid
Medyal rektus i / ——j; Sklera
/ |
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Optik sinir Fovea (san nokta)
Retinal damarlar

Sekil 2.1. Goz kiiresinin makroskobik anatomisi (47)

2.2. Konjonktiva Anatomisi ve Fizyolojisi

2.2.1.Konjonktiva

Konjonktiva, géz kapaklarinin arka ylizeyini ve goz kiiresinin 6n yiiziinii kaplayan yari
saydam bir miik6z membrandir. G6z kiiresini goz kapaklarina bitistirdiginden dolay1 bu
mukozaya isim olarak konjonktiva adi verilmistir (conjoin: to join). Goz kapagi
kenarindan limbusa kadar uzanir ve palpebral fissiirde agik olan konjonktiva kesesi
denilen kompleks alani kaplar (48). Konjonktivanin; géz ve goz kapaginin yumusak
dokularmin korunmasi, gozyasi filminin sulu ve mukus tabakalarinin tedariki, immiin
dokunun ve bagimsiz gbz hareketinin kolaylastirilmasinin saglanmasi gibi birgok

onemli fonksiyonu vardir (49). Konjonktiva {i¢ parg¢aya ayrilmaktadir (48) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Konjonktiva kisimlari ve konjonktival bezler (48)

1. Palpebral konjonktiva: Goz kapaklarini kaplar. Marjinal, tarsal ve orbital

konjonktiva olmak tizere alt siniflara ayrilir (48).

i-Marjinal konjonktiva: G6z kapagi kenarindan yaklasik 2 mm kadar bir oluk gibi uzar.

Cilt ve konjonktiva arasinda uygun bir gegis bolgesidir (48).

ii-Tarsal konjonktiva: Ince, seffaf ve olduk¢a vaskiiler bir yapiya sahiptir. Ust goz
kapagindaki tiim tarsal levha sikica baglanirken alt gz kapagindaki tamamen

baglanmaz. Tarsal bezler, sar1 ¢gizgiler olarak goriilmektedir (48).

iii-Orbital konjonktiva: Tarsal levha ve forniks arasinda gevsek olarak uzanan bir
yapidir (48).

2. Bulber konjonktiva: Ince ve seffaf bir yap1 olup altindaki yapilarin iizerinde gevsek
olarak uzanir. Bundan dolay1 kolayca hareket edebilir. Anterior skleradan episkleral
doku ve Tenon kapsiilii ile ayrilmaktadir. Kornea etrafindaki 3 mm'lik bir bulber
konjonktiva ¢ikintist limbal konjonktiva olarak adlandirilir. Konjonktiva, Tenon

kapsiilii ve episkleral doku, limbus alaninda korneoskleral kavsagin altinda yatan yogun



bir doku ile kaynastirilir. Konjonktivanin epitelyumu limbusta kornea ile siirekli hale

gelmektedir (48).

3. Konjonktival forniks: Bulber konjonktiva ile palpebral konjonktivayi bitistiren

yapidir. Superior, inferior, medial ve lateral olmak iizere 4 alt boliime ayrilmaktadir
(48).

2.2.2.Konjonktivanin yapisi
Histolojik olarak konjonktiva epitelyum, adenoid ve fibroz tabaka olmak tizere 3
tabakadan olusmaktadir (Sekil 2.3).

A elelelelelelelalalala LT ST Epitelyum
-« OO0 DO DD D
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konjonktiva — 1 1
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Alt tarsal
konjonktiva

Sekil 2.3. Konjonktivanin mikroskobik yapist (A), konjonktivanin farkli
bolgelerinde epitel hiicrelerinin dizilimi (B) (48)

1. Epitelyum: Keratinize olmayan 2-5 katmanli bir epitelyumdur. Epitelyumun
yaklasik %10'unu goblet hiicreleri olusturur. Konjonktivadaki epitel hiicrelerinin
tabakasi1 bolgeden bolgeye degiskenlik gostermektedir. Marjinal konjonktiva, ¢ok katli
(5 katman) skuaméz epitel tipine sahiptir. Tarsal konjonktiva, silindirik hiicrelerden
olusan bir yiizeyel katman ve diiz hiicrelerden olusan derin katmandan meydana
gelmektedir. Forniks ve bulber konjonktiva, silindirik hiicrelerden olusan bir yiizeyel
katman, polihedral hiicrelerden olusan bir orta katman ve kiiboidal hiicrelerden olusan

derin tabaka olmak iizere 3 tabakadan olusmaktadir. Limbal konjonktiva, ¢ok katl1 (5-6
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katman) skuamoz epitel tipine sahiptir. Limbal kok hiicreler bu bolimiin bazal

tabakasinda bulunmaktadir (48).

2. Adenoid tabaka: Lenfoid tabaka olarak da adlandirilmaktadir. Lenfositlerin
bulundugu ince bag dokusu retikulumundan olusur. Bu tabaka fornikslerde daha
geligsmistir. Dogumdan itibaren mevcut olmayip 3-4 ay sonrasinda gelismektedir.
Bundan dolayi infantlarda ortaya ¢ikan konjonktival inflamasyonda folikiiler reaksiyon

gerceklesmemektedir (48).

3. Fibroz tabaka: Kollajen ve elastik liflerden olusan bir ags1 6rgiidiir. Cok ince oldugu
tarsal konjonktiva bolgesi disinda adenoid tabakadan daha kalindir. Bu tabaka,
konjonktivanin damar ve sinirlerini igerir. Bulbar konjonktiva bolgesinin altinda yer

alan Tenon kapsiiliiyle kaynasir (48).

2.2.3.Konjonktiva bezleri
Konjonktiva iki tiirlii bez igermektedir (Sekil 2.2):

1. Miisin salgilayan bezler: Epitelyumda lokalize, uniselliiler bezler olan goblet
hiicreleri; tarsal konjonktivada var olan Henle kriptalar1 ve limbal konjontivada bulunan
Manz bezleridir. Kornea ve konjonktivanin islakligi igin esansiyel olan mukus, bu

bezler tarafindan sekrete edilmektedir (48).

2. Yardimcr lakrimal bezler: Krause ve Wolfring bezleridir. Krause, fornikslerin
subkonjonktival bag dokusunda yer alir. Wolfring bezleri ise superior tarsus’un st

sinir1 ve inferior tarsus’un alt sinir1 boyunca bulunmaktadir (48).

2.2.4. Konjonktivanin damar yapisi

Konjonktivay1 besleyen arterler {i¢ kaynaktan koken alir (Sekil 2.4):

1. Periferal arteriyel arkad
2. Marjinal arteriyel arkad
3. Anterior siliyer arterleri



= Posterior
? konjonktival arter

i Anterior

Periferal arkad siliyer arter

Sirkulus major

Inen kol

— Sirkulus minér

Cikan kol
Marjinal arkad

Subkonjonktival
pleksus

Sekil 2.4. Konjonktivanin damar yapisi (48)

Palpebral ve forniks konjonktiva, g6z kapagmin periferal ve marjinal arteriyal
arkadlarin kollar1 ile beslenmektedir. Bulbar konjonktiva ise goz kapagmin arteriyel
kollart olan posterior konjonktival arterleri ve anterior siliyer arterlerin kollar1 olan
anterior konjonktival arterleri ile beslenmektedir. Konjonktivadan gelen venler ise goz
kapaklarinin vendz pleksusuna ve kornea etrafindaki anterior siliyer venlere akmaktadir

(48).

2.3. Kornea Anatomisi ve Fizyolojisi

Kornea, goziin baglica enfeksiyoz ve yapisal bariyeri olarak islev goren seffaf bir
avaskiiler bag dokusudur. Uzerindeki gdzyas: filmi ile birlikte, g6z igin uygun bir 6n
refraktif ylizey saglamaktadir (50). Yetiskinlerde ortalama olarak korneanin yatay ¢apt,
dikey ¢aptan yaklasik 1.0 mm daha biiytik olup 11.5 ile 12.0 mm’dir. Kornea merkezde
yaklasik 0.5 mm kalinliktadir ve korneanin kalinlig1 perifere dogru giderek artmaktadir
(51). Korneanin merkezindeki 5 mm? alan giiclii kirilma ylizeyi olusturur. Korneanin bu
merkezi kisminin anterior ve posterior egrilik yarigaplari sirasiyla 7.8 mm ve 6.5
mm'dir. Korneanin refraktif indeksi 1.376 olup goziin toplam refraktif giicii (60

diyoptri)’niin %75’ini olusturmaktadir (52).

Kornea histolojik olarak 6 katmandan olugsmaktadir. Bu katmanlar anteriordan
posteriora dogru epitelyum, Bowman membran, substantia propria (korneal stroma),

Dua tabakasi, Descemet membran ve endotelyumdur (52) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Korneanin mikroskobik yapisi (52)

1. Epitelyum: Cok tabakali skuamoz tiptedir ve limbusta bulber konjonktivanin
epitelyumu ile devamlik gosterir. Hiicreler 5-6 tabakadan olusur. En derin (bazal)
tabaka; kolumnar hiicrelerinden olusmaktadir, sonraki 2-3 tabaka kanat (wing) veya
semsiye (umbrella) hiicrelerinden ve en yiizeysel iki tabaka yassilasmis hiicrelerden
meydana gelmektedir. Yiizeyel epitelyal hiicreler arasindaki siki baglantilar, gozyasi

stvisinin stromaya niifuz etmesini 6nlemektedir (52).

Limbal epitelyum: Limbal alanin bazal epitel hiicreleri, prolifere olan ve kornea
epitelyumunu farklilastiran limbal kok hiicrelerini olusturur. Bu bolgedeki hasarlar,

konjonktival epitelyumun kornea iizerine invazyonu ile sonuglanir (52).

2. Bowman membran: Bu tabaka yogun kollajen liflerin aselliiler kiitlesinden olusur.
Yaklagik 12 pm kalinligindadir ve epitelyumun bazal membrani ile korneal stromay1
onden baglamaktadir. Gercek bir elastik membran olmayip sadece stromanin
yogunlasmis ylizeysel bir pargasidir. Enfeksiyona kars1 6nemli direng gosterir. Fakat bir

kez tahrip oldugunda rejenere edilemez ve bu nedenle skarlagma ile iyilesmektedir (52).

3. Stroma (substantia propria): Bu tabaka 0.5 mm kalinliginda olup korneanin total
kalimliginin  %90°1m1 olusturmaktadir. Proteoglikanlarin (kondroitin siilfat, keratan
stilfat) hidratlanmis matriksine gomiilmiis kolajen fibrillerden (tip-VI kolajen

filamentleri ile i¢ ige tip-l1 ve tip-V fibrilleri) olusur. Lamelleri bir¢ok katmanda
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diizenlenmistir. Her bir tabaka sadece birbirine paralel degil ayn1 zamanda kornea
diizlemine de paraleldir ve limbusta skleral lamel ile devamlilik gdstermektedir.
Lameller arasinda makrofajlar ve lokositlerin dolastigi Kkeratositler (modifiye
fibroblastlar) mevcuttur (52). Stroma, korneaya hem yapisal destek hem de kollajen
fibrilleri cergevesinde 15181n gecisini kolaylastirarak sagilmayr Onleyecek sekilde
seffaflik saglar. Kornea stromasinin avaskiilerligi seffaflig1 kolaylastirmak icin gerekli
olup VEGF, bazik fibrolast biliyiime faktoérii (bFGF) ve membran tipi matriks
metalloproteinaz-1 (MT1-MMP-1) gibi proanjiyojenik faktorler de dengeyi korumada
yardimet olur (52).

4. Pre-Descemet membran: Dr. Harminder Dua tarafindan 2013 yilinda kesfedilmis
olup Dua tabakasi olarak da bilinir. Descemet zarmin 6n tarafinda yer alip yaklasik 15

um kalinliktadir. Hava gecirmez ve giiglii aselliiler yapiya sahiptir (52).

5. Descemet membran (posterior elastic lamina): Kornea endotelinin gii¢lii, homojen
bir bazal membranidir. Stromadan pre-Descemet membrani ile ayrilir. Kimyasal
ajanlara, travmaya ve patolojik siireclere cok dayaniklidir. Descemet membrani kolajen
ve glikoproteinlerden olusur. Bowman membranin aksine rejenere olabilmektedir.
Normal olarak sabit bir gerginligi olup yirtildiginda kendi i¢ine dogru kivrilmaktadir
(52). Descemet membran, korneal dehidrasyonun korunmasinda yardimci olur.
Intraokiiler cerrahiden sonra iyatrojenik Descemet membran yirtigi veya ayrilmasi

kornea 6demi ile sonuglanmaktadir (52).

6. Endotelyum: Diiz poligonal (esas olarak hekzagonal) epitelyal hiicrelerden olusan
tek bir tabakadir, yarik lamba biyomikroskobunda mozaik seklinde gdziikiir. Insan
endotel hiicreleri, in vivo olarak prolifere olmaz ve yasla birlikte hiicre kaybi, genisleme
(polimegatizm); komsu hiicrelerin migrasyonu ile telafi edilir. Endotelyumun 6nemli bir
fonksiyonel hiicre rezervi olup ancak hiicrelerin %75 kaybt ile kornea
dekompensasyonu ortaya ¢ikar (52). Kornea endoteli, stromal dehidrasyonun
korunmasinda onemli bir rol oynar, bdylece korneadan gecen 1s181in dogrulugunu
maksimuma ¢ikarir. Bu hidrasyon derecesinin korunmasi, Na*/K*-ATPaz ve bikarbonat
bagimli Mg+2-ATPaZ ile iliskili pompalar ile endotel hiicreler arasindaki siki kavsak
noktalarina baghdir (52).
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2.4. Pterjium

2.4.1. Pterjium tanimi

“Kiiciik kanat” anlamina gelen Yunanca “pterygion” teriminin latince bir versiyonu
olan “pterygium (pterjium)” terimi, en sik nazal tarafta goriilen ve korneada kanat
seklinde bir fibrovaskiiler konjonktiva biiylimesi olarak tanimlanmaktadir (1). Pterjium
dokusu anatomik olarak baslik (cap), bas (head), boyun (neck) ve gévde (body) olmak
tizere 4 kisimdan olugmaktadir (Resim 2.1) (54). Pterjium, konjonktivanin fibrovaskiiler
proliferasyonuyla ortaya ¢ikip korneaya da invazyon gosteren dejeneratif bir hastaliktir,
etiyolojisi ve patolojisi tam olarak aydinlatilmamistir (3). Ayni anda nazal ve temporal
bolgede olmakla birlikte %90 nazal bolgede bulunmaktadir. Tipik olarak tiggen
seklindedir (4). Tan ve arkadaslar1 tarafindan pterjium morfolojisi i¢in klinik

derecelendirme (grade) sistemi gelistirilmistir (55).

Grade T1: Pterjium atrofiktir, episkleral damarlar goriilebilmektedir.

Grade T2: Intermediate pterjium olarak bilinir. Episkleral damarlar kismen

gizlenmektedir.

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

Resim 2.1. Pterjium anatomik boliimleri (54)
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2.4.2.Pterjium epidemiyolojisi

Diinya genelinde pterjium prevalansi ¢alisma yapilan popiilasyona bagli olarak %]l ila
%25 arasinda degismektedir (6, 7, 56-59). Pterjium mekanizmas1 kesin olarak
bilinmemekle birlikte tropik bolgelerde daha yaygin goriilmektedir (15, 16). Pterjium
prevalansi kronik giinese maruz kalma (11) 6zellikle ultraviyole (UV) ile iligkilidir, bu

da prevalansin cografi varyasyonunu kismen agiklayabilir (12-14).

Pterjium, bazi popiilasyon temelli ¢calismalarda ileri yas, erkek cinsiyet, daha az egitim
stiresi ve acik is yeri ile iliskili olarak daha yiiksek oranda saptanmistir (6-10). Yapilan
baska bir calismada siyahi katilimcilarin yaklasik dortte birinin pterjiuma sahip oldugu
ve beyazlardan yaklasik 3 kat daha yiiksek bir frekans sahip oldugu rapor edilmistir
(56). Acik havada her zaman giines gozIligii ve regeteli gozlik kullananlarda daha
diisiik oranlar saptanmistir (10, 56). Avustralya'da yapilan bir ¢alismada pterjium, kirsal
alanlarda (%6.7) kentsel alanlara (%1.7) gore daha yiiksek oranda, kismen de

pterjiumun okiilerin giinese maruz kalmasinin bir sonucu oldugu bulunmustur (9).

2.4.3.Pterjium etyopatogenezi

Pterjium, korneaya merkezden girerek invaze olan, goriisii bozan ve inflamasyona
neden olan epitelyal ve fibrovaskiiler dokularin anormal kanat seklinde biiylimesidir.
Degismis bazal epitelyal hiicre proliferasyonu, vaskiilarizasyonu ve komsu kornea
epitelinin invazyonu ile Kkarakterizedir (17). Pterjium patogenezi tam olarak
bilinmemektedir, patogenezinden en ¢ok UV sorumlu tutulmaktadir. Alternatif olarak
viral dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli patojenik faktorler Onerilmistir. Bunlar; viral
enfeksiyonlar, epigenetik aberasyonlar, epitelyal-mezenkimal transisyon, immiinolojik
ve anti-apoptotik mekanizmalar, anjiojenik ve lenfanjiojenik stimiilasyon, ekstraselliiler
matriks modiilatorlerinin ve biiyime faktorlerinin disregiilasyonu, inflamasyon
kaskadlari, kemik iligi kaynakli kdk ve progenitdr hiicrelerin gocii ve kolesterol

metabolizmasindaki degisikliklerdir (17) (Sekil 2.6 ve Sekil 2.7).
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Sekil 2.6. Pterjium gelisimine bagli molekiiler faktorler (17)
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Sekil 2.7. Pterjiumun patolojik mekanizmalari (17)
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2.4.3.1. UV radyasyon

UV radyasyonunun pterjium olusumu ile baglantili oldugu ve gilinese maruz kalma ile
daha yiiksek pterjium prevalansi arasinda ag¢ik bir iliski gozlenmistir (60, 61). Bu tiir
radyasyon; hiicresel DNA iizerinde direkt fototoksik etki yaparak hiicresel DNA'ya,
proteinlere ve lipidlere zarar veren ROS iiretimi mekanizmalar1 aracilifiyla dokulari
degistirme ve hiicrelere zarar verme potansiyeline sahiptir (19, 20, 62). Kiiciik dalga
boylarmin (<300 nm) yiiksek diizeyde aktif oldugu ve ¢ogunlukla kornea tarafindan
absorbe edildigi bilinmektedir (63). UV-B radyasyonun 280 ve 315 nm arasinda degisen
dalga boylar1 okiiler yiizeyi etkiler ve bu etki direkt olarak UV maruziyet seviyesi ile
iligkilidir (11).

UV-B radyasyonu, oksidatif strese neden olma kapasitesi nedeniyle pterjium
olusumundan sorumlu ana etken olarak kabul edilir (20). Yiiksek mutajenik potansiyele
sahip oksidatif stresin yaygin bir belirteci olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)
molekiilii, primer pterjium bas kismimin epitelyumunda, saglikli konjonktivadan
ortalama 4.7 kat daha yiiksek bir seviyede bulunmustur (20, 21). 8-OHdG’nin
antioksidan fonksiyonuna ek olarak olusumunun oksidatif strese bagli inflamasyona
karst hiicrelerin savunma mekanizmalarindan biri olabilecegi one siiriilmiistir (64).
Hiicresel DNA'da 8-OHdG'nin varligi, pterjium dokusunda asir1 eksprese edildigi
gosterilmis olan insan 8-oksoguanin glikozilaz I (hOGG1) enzimi tarafindan azaltilabilir
(21). 8-OHdG'min artmasi, hOGG1 ekspresyonundaki bir azalmayla korelasyon
gostermediginden bu enzimin etkinlik kaybini aciklayabilecek modifikasyonlar olup
olmadigini belirlemek i¢in daha fazla analiz yapilmistir. hOGG1 geni ekzon bolgesinde
belirlenen Ser326Cys polimorfizminin pterjium gelisiminde yatkinligi arttirdigi rapor
edilmistir (65). Oksidatif stres ayrica lipid ve proteinlerdeki degisikliklerden de
sorumludur. UV-B radyasyonu ile olusan ROS, hiicresel membranlarda lipid
peroksidasyonuna neden olma potansiyeline sahiptir, bunun sonucunda ¢oklu doymamais
yag asitlerinin (PUFA, Polyunsaturated fatty acid) reaktif aldehitleri olan 4-
hidroksiheksenal (4-HHE) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) dahil olmak iizere cesitli
bilesiklerle dejenerasyonunu tesvik etmektedir. Bu molekiiller, pterjiumda korneal
migrasyonun gergeklestigi bas ve subepitelyal bag dokularinin aktif proliferasyonunun
meydana geldigi gévde kisminda artmis seviyelerde bulunmustur (66, 67). 4-HHE ve 4-
HNE molekiilleri; proteinleri modifiye etme ve histidin, sistein ve lisin kalintilar1 ile

reaksiyona girerek proteinlerin normal fonksiyonlarini etkileme potansiyeline sahiptir
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(68). Ayrica pterjium dokularinda UV-B radyasyonunun neden oldugu lipid
peroksidasyonunun bir baska isareti olan MDA’da Onemli bir artis gézlenmistir.
Pterjium dokularindaki antioksidan enzimlerin SOD, katalaz ve GSH-Px aktivitesi
azalmasmin, ROS birikmesine ve DNA hasarina neden oldugu gosterilmistir (19).
Bununla birlikte peroksiti ve hidroperoksiti azaltan bir bagka antioksidan enzim olan
peroksiredoksin 2 enzimi, pterjium epitelyumunda asirt eksprese edilmistir. Bu asirt
ekspresyon, peroksit ile indiiklenmis apoptozun inhibisyonu ile korele bulunmustur (69,
70). Bu analiz pterjiumda belirli ROS'a kars1 segicilik oldugunu géstermektedir, ¢linkii
sadece peroksit ve hidroperoksit diisikk seviyelerde tutulmaktadir. Ayrica protein
katlanmasinda ve degredasyonunda rol alan bir saperon proteini olan Hsp90'in pterjium
epitelyumunda asirt ekspresyonu bildirilmistir (71). Hsp90, anjiogenezde 6nemli olan
VEGF indiiksiyonu igin gereklidir (72). Hsp90’in asir1 ekspresyonunun, oksidatif
stresten kaynaklanan modifiye protein artisina karsi dogal bir hiicresel yanit olabilecegi

oOne stirtilmustiir (17).

8-OHdG olusumuna ek olarak UV radyasyonu dogrudan fototoksik etkileriyle DNA'ya
zarar verebilmektedir. Primer pterjium fibroblastlarinda, endotel hiicrelerinde ve
rekiirren pterjium fibroblastlarinda timin dimerlerin varligi saptanmistir (73). UV-B
radyasyonunun DNA tarafindan direkt absorpsiyonu, komsu pirimidinler arasinda
olusan siklobiitan pirimidin dimerleri (CPDs) ve 6-4 foto iiriinler (6-4PPS) olmak iizere
iki tir sarmal-bozucu fotolezyonlarin {iretilmesine yol ag¢maktadir (74-76). Bu
fotolezyonlar, DNA replikasyonu sirasinda C-T ve CC-TT doniismesine neden
olabilmektedir (77). CPDs, memeli hiicrelerinin UV-B radyasyonu tarafindan iiretilen
mutasyonlarin yarisindan fazlasiyla iligkilidir ve bunlar sadece UV 1s18ina maruz
kalmanin ardindan okiiler 6n kamaranin yapilarinda bulunmuslardir. DNA lezyonlar ise
transkripsiyon ve replikasyon gibi esansiyel hiicresel metabolik siirecleri

engelleyebilmektedir (78, 79).

UV-A'nin %45'ini absorbe eden korneanin hastaligi incelendiginde, UV isinlarina
maruziyet (UV-A ve UV-B) ile pterjiumun iliskisi saptanmistir (80, 81). UV-A
radyasyonundan sonra pterjium fibroblastlarinda MMP aktivasyonundan, doku
degredasyonundan ve tiimor hiicresi invazyonundan sorumlu olan iirokinaz tipi
plazminojen aktivatoriiniin (uPA) aktivitesinin ve mRNA seviyesinin arttigi rapor

edilmistir (82-84). Pterjium hiicreleri ile yapilan galismalarda hem epitelyal hem de
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stromal fibroblastlarn, MMP-1 ve MMP-2'nin remodellemesi ve bag doku
degredasyonu ile ilgili molekiilleri eksprese ettigi gosterilmistir. Her iki hiicre tipinin de
bazal membranin ve Bowman tabakasinin dissoliisyonuna katkida bulunabilecegini
diisiindiirmektedir (85-87). Genel olarak bu galismalar ile tek basina UV-B’den daha

¢ok, pterjium ve genis bant UV radyasyonu arasindaki iligki gosterilmistir.

2.4.3.2. Viral enfeksiyon

Detorakis ve ark. (88) gore pterjium olusumu; ¢evresel faktorlerin, genetik yatkinligin
ve viral enfeksiyonlarin rol oynadigi ¢ok adimli bir siireci kapsamaktadir. Bu model,
pterjium orneklerinde insan papilloma viriisii (HPV), sitomegaloviriis (CMV) ve herpes
simpleks virtisii (HSV) dahil olmak tizere ¢esitli onkojenik viriislerin saptanmasiyla
desteklenmistir. HPV viriisii, p53'ii inaktive eden proteinleri kodlayarak, kromozomal
instabiliteye yol acmakta wve hiicrenin maligniteye dogru evrilme olasiliginm
arttirmaktadir (89-91). Degisik arastirma gruplarmin yaptigi caligmalarda HPV’nin
pterjiumda en sik rastlanan virlis oldugu ve HPV prevalansinin toplumlara gore
degismekte oldugu gosterilmistir. En disik prevalans sirasiyla Tiirk, Japon ve
Ekvadorlu (%0, %4.8 ve %21°dir); en yiiksek ise italyan, Brezilyali ve Ingiliz (%100,
%58,3 ve %50) hastalarinda goriilmiistiir (92-96).

2.4.3.3. Kalitim

Pterjiumun baslangict ve devamliligi i¢in kalitsal yatkinlifin temel oldugu ileri
sirilmustiir. Anguria ve ark. (97) pterjium gelisiminde kalitsal yatkinligin roliinii
Ozetlemis olup pterjium kalittmimin otozomal dominant oldugunu 6ne siirmiislerdir.
Ayrica pterjium  biyiikliginin ve ciddiyetinin kalitsal faktorler tarafindan
belirlenmesini ve bunun multifaktérel bir kalitim oldugunu iddia etmislerdir. iki tip gen;
inhibitdr smad proteinleri ve smurf proteinlerinin inaktif olmasinin pterjium olusumuna

yatkinlik gosterecegi rapor edilmistir (97).
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2.4.3.4. Epigenetik faktorler

Rezeksiyon sonrasi pterjium; hiicre proliferasyonu, invazyon ve rekiirrens dahil olmak
tizere kanser ile benzerlikler gostermektedir. Pterjiumda artmus proliferatif aktivite (Ki-
67, proliferasyon hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve eritropoietin), hiicresel apoptoz
(Bcl-2 ve p53)’un diisik seviyesi gosterilmistir ayrica saglikli konjonktiva ile
karsilagtirildiginda pterjium epitel hiicre tabakasinda malignite (Hsp90) ile iligkili
proteinlerin asir1 eksprese oldugu rapor edilmistir (98-101). Belirtilen proteinlerin farkl
kanser tirlerinde artti@i  bulunmus olup tiimoériin  proliferatif —aktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in de bu proteinler kullanilmigtir (102, 103). DNA metilasyon
paternlerindeki dramatik degisiklikler, bir¢ok kanser tiirinde yaygindir. Kanser ile
pterjium arasinda var olan benzerlikler nedeniyle pterjiumun metilasyon paternleri
lizerine bazi ¢alismalar yapilmistir. Matriks remodelleme (MMP-2, hipometilasyon) ve
hiicre adezyonu (TGM-2 ve CD24 hipermetilasyonu) ile ilgili genlerin anormal DNA
metilasyonu, pterjium invazyonu ile yiiksek derecede iligkili bulunmustur (60). Ayrica
timor baskilayict gen pl6'nin hipermetilasyonu, pterjiumdaki DNA metiltransferaz
3bmin (DNMT3b) asir1 ekspresyonu ile iliskilendirilmistir. Bu epigenetik
modifikasyonlar, pterjiumun patogenezi ile ilgili o6nemli genlerin Kkontrolsiiz
ekspresyonuna veya siipresyonuna neden olabilen DNA mutasyonlarina bir alternatiftir.
UV radyasyonunun neden oldugu oksidatif stresin, anormal DNA metilasyon

paternlerinden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir (17).

2.4.3.5. Hiicre proliferasyon faktorleri

Pterjilum bazal epitelyal hiicreleri, artan proliferasyon orani ve diisiik veya ihmal
edilebilir apoptozis ile iliskili molekiiler markerler ortaya koymaktadir. Proliferasyon ile
iligkili yolaklarin pterjium olusumunda anahtar rol oynadigi 6ne siiriilmektedir (98,
100). Biyolojik siirecleri modiile etmek i¢in diger proteinlerle etkilesime giren dimerik
kalsiyum baglayici proteinler olan S100 ailesinin pterjium patogenezindeki rolii son
zamanlarda bildirilmistir. Okiiler ylizeyde S100 proteinlerinin yapisal proteinlere,
transkripsiyon faktorlerine ve immiin modiilatdrlere baglanmasi; adezyonu, immiin
hiicrelerinin  korneanin bazal membranlar1 iizerinde migrasyonunu ve immiin
efektorlerinin veya antikor iiretiminin aktivasyonunu, MMP'ler ve pro-inflamatuar
sitokinlerin tretimini etkilemektedir. Daha Onceki ¢alismalarda insan pterjium epitel
orneklerinde normal konjonktivaya goére S100A6, S100A8, S100A9 ve S100A1ll
proteinlerindeki artig gosterilmistir (104, 105).
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Iki pro-apoptotik marker olan TUNEL ve Bax, pterjiumun epitelyal bazal tabakasinda
anlamli Olciide eksprese oldugu; anti-apoptotik protein Bcl-2'nin tiim pterjium
dokusunda genis bir alana dagildig:r gozlenmistir (106). Pterjiumun bas kisminda pro-
apoptotik proteinlerin yoklugu proliferatif davranisi ile korelasyon gostermektedir.
Ayrica UV-B maruziyetinin neden oldugu oksidatif stresin, bir antiapoptotik protein
olan  survivinin  ekspresyonunu indiikledigi  gosterilmistir  (107).  Hiicre
proliferasyonunun ana kontrol noktalarindan biri olan timor siipresér p53’iin pterjium
gelisimindeki rolii arastirilmis olup pterjium bazal epitelinde p53 artis1 bildirilmistir
(108-110). Baz1 calismalar p53'teki mutasyonlarin normal pro-apoptotik fonksiyonunu
inhibe etme olasiligini diisindiirmektedir (110-112). Bagka bir tiimor baskilayici protein
olan pl6'min muhtemelen promoter bolgesinin hipermetilasyonu ile down-regiile
edildigi bulunmustur (113). Ayrica pterjiumun, aktif hiicre dongiisiiniin markerlar1 olan
siklin-D1 ve Ki-67 igin pozitif olarak daha yiiksek sayida hiicre igerdigi ve bir hiicre
dongiisii inhibitdrii olan p27 i¢in daha az sayida pozitif hiicre oldugu bildirilmistir
(100). Telomeraz aktivitesinde bir artis da pterjium dokusunun epitelyumunda
bildirilmistir (114). Bu bulgular pterjiumun apoptozun anormal regiilasyonunun bir

sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.4.3.6. Inflamatuar mediyatérler ve biiyiime faktorleri

Kokeni ne olursa olsun pterjium gelisiminde inflamatuar mediyatérler anahtar faktorler
olarak diisliniilmektedir. UV-B radyasyonuna bagli pterjiumda anjiyogenezis, hiicre
farklilasmasi, doku invazyonu ve inflamasyonda roli olan IL-1, IL-6, IL-8 ve timor
nekroz faktor (TNF)-a sitokinlerinin asir1 eksprese oldugu bulunmustur (115, 116).
Inflamasyon kaskadinin &nemli molekiilii olan COX-2’nin asir1 eksprese oldugu,
prostaglandin iiretiminin artisindan sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir (117). Ayrica
inflamasyon ve hiicre farklilagsmasinda rolii olan fosfolipaz D ve ekstraselliiler matriks
(ECM) modiilatorlerin regiilasyonunda rolii olan sistatin C (sistein proteaz
inhibitorii)’nin asir1 ekspresyonu rapor edilmistir (118, 119). Niikleer faktor kB (NFxB)
yolaginin da insan pterjlum dokusunda aktive oldugu bulunmus olup pterjium ve
saglikli konjonktiva dokularmin niikleer ekstraktlarinda yapilan bir ¢alismada
pterjiumda daha yiiksek NF«B proteinleri saptanmistir (120). NF«B; inflamatuar
hiicrelerin pterjium dokusuna migrasyonu, hiicrelerin motilitesi ve invazyon yetenegini
arttirmak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ve hiicre dongiisii proteinlerinin

ekspresyonunu etkilemek gibi ¢esitli biyolojik etkilere sahip olup pterjium patogenezine
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bu sekilde katki yapmaktadir (121-123). Biitiin bu inflamatuar mediyatorler pterjiumun
primer olusumdan daha ¢ok gelisiminin bir sonucudur. Bununla birlikte, hastaligin

devam etmesinde 6nemli olan bu molekiiller patojenik faktor olarak diistiniilmektedir.

Pterjium patogenizinde; bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF, basic fibroblast
growth factor), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF, platelet-derived growth
factor), bag doku biiyiime faktorii (CTGF, connective tissue growth factor), transforme
edici biiyiime faktorii- B (TGF-p, transforming growth factor-beta), vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF, vascular endothelial growth factor), insiilin benzeri biiylime
faktorii baglayici protein-2 (IGFBP-2, insulin-like growth factor binding protein-2),
pigment epitelyum kokenli faktor (PEDF, pigment epithelium-derived factor) gibi
biiylime faktorlerinin de rolii oldugu disiiniilmektedir. Heparin baglayici epidermal
biiytime faktorii (HB-EGF, heparin-binding epidermal growth factor), pterjiumda hiicre
migrasyonunu indiikleyici oldugu ve ayrica HB-EGF, bFGF ve VEGF’nin UV-B
radyasyonu sonrasi upregiile oldugu gosterilmistir (40, 124, 125). VEGF, COX2 ile
birlikte, pterjium makrofajlarinda bulunmus olup anjiyogenez, kollajen birikimi ve
pterjium biiylimesinde bir rolii olduklari diistiniilmektedir (126). Pterjium dokularinda,
anjiyogenezis inhibitorii olan PEDF’nin azaldigi ve IGFBP-2’nin ise arttig1 gézlenmistir
(40, 127). PDGF, CTGF ve TGF-B’nin pterjiumda ekspresyon artigi gosterilmistir (124,
128).

Pterjiumun inflamatuar siiregleri; disregiile ve uygunsuz doku remodellemesini,
fibroproliferasyonu, artmis vaskiilarizasyonu ve ekstraselliller matriks (ECM)’in
birikmesini indiikleyen reaktif yara olusumunu tetikleyebilir (13). Organ onariminin up-
regiilatorii olan stromal tiirev faktér (SDF-1, stromal derived factor) reseptorii (CXCR-

4)’niin pterjiumlarin stromasinda asir1 eksprese oldugu bildirilmistir (129).

2.4.3.7. Ekstraselliiler matriks (ECM) modiilatorleri

Pterjiumda ECM remodellemesi meydana gelmektedir ve bu hastaligin karakteristik bir
ozelligi olarak kabul edilmektedir. Bu siirecte proliferatif hiicreler farkli biiyiime
faktorlerine ve sitokinlere eriserek migrasyonu Kkoruyan Kkollajen engelleri
asabilmektedir. ECM remodellemesinde farkli proteazlar gérev almakta olup bunlardan
biri MMP’lerdir. MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 ve MMP-9’un pterjiumun bas
kisminda 6zellikle migrasyon ve proliferasyonun ana noktasinda ekspresyonunun arttigi

saptanmistir (86, 130, 131). Hiicre dist matris remodellemesini arttiran
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Transglutaminaz-2 (TGM2, Transglutaminase-2) ve MMP-2'nin anormal DNA
metilasyonuna sahip oldugu bulunmus olup pterjium patogenezinin esansiyel ECM
genlerinin metilasyon durumu ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (60). MMP
inhibitorleri (TIMPs, tissue inhibitors of metalloproteinases)’nin pterjium 6rneklerinde
yiiksek ekspresyonu goézlenmistir. Yiiksek seviyelerde MMP'ler ile birlikte bu
proteinlerin pterjiumu karakterize eden matriks turnover ve infiltrasyonunda aktif rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (132). Bu proteinazlarin ve inhibitorlerinin ekspresyon

seviyeleri, pterjlumun olusum Ve yayilma hizina aracilik etmektedir.

2.4.3.8. Anjiyogenezis ve lenfanjiyogenezis

Saglikli yetiskin organizmada yara iyilesmesi sirasinda anjiyogenez gelisimi gozlenir.
Patolojik kosullar altinda anjiyogenez disregiile edilmis gibi goriinmektedir. Malignite-
transforme hiicreler, neovaskiilarizasyonun parakrin kontroliinii ve otokrin biiylime
kontroliinii indiikleyen anjiyogenik faktorler iiretmektedirler (133). Inflamasyonun
neovaskiilarizasyon ile sonuglanabilen ve pterjium biiylimesine katkida bulunabilecek

anjiyogenik yolaklara neden oldugu bilinmektedir (17).

Pterjiumda bulunan anjiyogenik stimulasyonun; yiiksek seviyelerde VEGF, disiik
seviyelerde trombodopsin-1 (TSP-1) ve P maddesinde azalma ile iliskili oldugu ve
bunun anjiyogenik aktiviteyi indiikleyen proto-onkogen ETS-1 transkripsiyon

faktoriiniin aktivitesini dogrudan arttirdigi gosterilmistir (134-136).

VEGF, anjiyogenez sirasinda endotelyal hiicrelerin daha fazla hareket ve proliferasyonu
icin gerekli bir islem olan bazal membran degradasyonunun ilk basamaginda bir
kemokin olarak gorev yapar ve daha sonra tiibiil benzeri yapilar gelistirirler (137). TSP-
1, anti-anjiyogenik bir faktor olarak iglev goren ¢ok fonksiyonlu bir trombosit ve ECM
proteinidir (138). Pterjiumda bulunan azalmis seviyeleri anjiyogenez indiikleyici olarak
bulunmustur (134).

Nitrik oksit (NO) iiretiminde artis saglayan indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS),
VEGF ile birlikte asir1 eksprese oldugu bulunmustur ve bu durum anjiogenik

stimiilasyona neden olmaktadir (139).
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UV-15181 ile indiiklenen timin dimerleri, primer ve rekiirren pterjium patogenezinde
anjiyogenez ile iliskilendirilmistir. Primer ve rekiirren pterjiumun kan ve lenfatik
damarlarinin yani sira 6zellikle fibrovaskiiler dokunun vaskiiler aginda timin dimerleri

saptanmustir (73).

Son zamanlarda, lenfanjiyogenezin pterjlumda olustugu ve gelistigi gosterilmistir.
Lenfatik damarlarin ¢oklugu ile pterjium siddeti arasindaki iliski bulunmustur (140).
Unilateral nazal pterjiumun farkli asamasmna sahip hastalarin dahil edildigi bir
calismada pterjium dokusunda kan ve lenfatik mikrodamar yogunlugunun anlamli
olarak arttigt bulunmustur. Ayrica cerrahi Orneklerde artmis lenfatik mikrodamar

yogunlugunun pterjium niiksiinii 6ngordiigii rapor edilmistir (140).

2.4.3.9. Immiinolojik mekanizmalar

Immiin sistemin pterjium gelisiminin hem patogenezinde hem de olusumunun bir
sonucu olarak dogrudan iliskili olabilecegi bildirilmistir. Pterjiumda vaskiiler hiicresel
adezyon molekiili-1 (VCAM-1), intraselliiler adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve insan
16kosit antijeni-DR (HLA-DR) dahil olmak tizere immiinolojik aktivite markerlarinin
seviyeleri arttigi rapor edilmistir (141). Ayrica pterjium dokularinda ICAM-2 ve ICAM-
3’lin gen ve protein ekspresyonlarinda anlamli bir artig saptanmustir (142). Pterjium
mast hiicrelerinde, lenfositlerde, plazma hiicrelerinde, dendritik hiicrelerde ve CD4+ ve
CD8+ T hiicrelerinde bir artis gosterilmistir (143, 144). Pterjiumda T-lenfositleri, B-
lenfositleri ve makrofajlari ile ilgili yapilan bir ¢aligmada T-lenfositlerin pterjiumun bag
dokusunda ¢ogunlugu olusturdugu bildirilmistir. Inflamatuar siirecin yogunlugu antijen
seviyelerine bagl olarak degisirken makrofaj tipi hiicreler pterjium dokusunda diizensiz
olarak dagilmaktadir. Immiin hiicre infiltrasyonunun subepitelyal bolgede ve epitel
tabakanin erozyona ugradigi alanlarda daha fazla oldugunun gosterilmesiyle inflamatuar
siirecin; hiicre proliferasyonundan, anjiyogenezden veya pterjium niiksiinden sorumlu

olmadig fikrini ortaya ¢ikarmistir (145).

2.4.3.10.Epitelyal-mezenkimal transisyon

Kanser hiicrelerinin yaygin bir 6zelligi olan epitelyal-mezenkimal transisyon (EMT),
epitelyal hiicrelerin fenotipini, hasar gérmiis dokudan fibroblastik hiicrelere degistirdigi
fenomen olarak adlandirilir. Pterjium dokulari ile yapilan bir ¢alismada temel bir EMT

stimiilatorii olan doku faktorii (TF) i¢in immiinoreaktivite bulunmustur. Bazal,
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suprabazal ve yiizeyel epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda daha yiiksek ekspresyon
seviyeleri ile TF-immiin pozitif hiicreler saptanmistir. Ek olarak pterjial epitelyal
hiicrelerde klasik bir EMT isareti olan bir alfa-diiz kas aktin (a-SMA, smooth muscle
actin)'in protein ekpresyonu tespit edilmistir. Bu sonuglar, epitel hiicrelerinin
mezenkimal fenotip ekspresyonu olan TF'ye doniistigiinii gostermektedir. Hiicre-hiicre
adezyonunu diizenleyen proteinler olan E-kaderin’in downregiilasyonu ve B-kateninin
intraniikleer birikimi de immiinohistokimyasal olarak pterjium epitelyumunda tespit
edilmistir (146, 147). E-kaderin down regiilasyonu EMT boyunca major bir yolaktir ve
kanonik B-katenin sinyal yolagi da EMT igin gerekli olup siklikla kanserde aktive edilen
bilesendir (148). Pterjiumda EMT’ nin miRNA regiilatorlerinin farkli ekspresyonlari da
gosterilmistir. Yapilan son calisgmalarda EMT’yi inhibe eden miR-200 ailesinin dort
iyesinin pterjiumda down regiile olmasiyla, pterjium patogenezinde potansiyel rol

oynadig diistiniilmiis ve bunun yeni bir terapdtik hedef olabilecegi belirtilmistir (149).

2.4.3.11.Kolesterol metabolizmasindaki degisiklikler

Pterjium tiirevi fibroblastlarda, kolesterol metabolizmasinda bir degisiklik gdzlenmistir.
Hastalardan izole edilen primer pterjium hiicrelerinde intraselliiler kolesterol
metabolizmasinda artan bir aktivite gosterilmistir. EK olarak insan orneklerinden izole
edilen pterjium fibroblastlarinda, kolesterol biyosentezinin hiz sinirlayict enzimi olan
hidroksil-metilglutaril-koenzim-A (HMG-Ko0A) rediiktaz ve diisiik dansiteli lipoprotein
(LDL) reseptoriiniin mRNA diizeylerinin arttigi bulunmustur (150, 151). Kolesterol
metabolizmasini degistiren ilaglar olan everolimus ve pioglitazonun pterjium fibroblast
proliferasyonunu ve ayrica hiicre i¢i kolesterol homeostazini regiile eden agil koenzim
A kolesterol agil transferaz seviyesini diigiirdiigii gosterilmistir (152). Bu ¢alismalarin
neticesinde topikal ilaglarin kullanilmasiyla; kolesterol ester metabolizmasinin
modiilasyonu saglanarak pterjium proliferasyonunun engellenebilecegi

diistiniilmektedir.

2.4.4.Pterjium tedavisi

Pterjium, hastalik siirecinin erken déneminde genellikle asemptomatiktir. Ancak kuru
g0z belirtileri olan yanma, kasint1 ve sulanma meydana gelebilir. Hastalik ilerledik¢e
lezyonlar boyut olarak artmakta ve direkt olarak gérme aksina dogru ilerleyerek
indiiklenmis astigmatizmaya baglh olarak gorsel semptomlara neden olabilmektedir. Bu

tabloda cerrahi miidahale gerekli olmaktadir. Pterjiumun eksizyonu, onarim ig¢in ilk
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adimdir. Pterjiumda kullanilan cerrahi yontemler; ¢iplak sklera (bare sclera),
konjonktival otogreft (conjunctival autograft) ve amniyotik membran greft (amniotic
membrane grafting) teknigi olarak adlandirilir. Ciplak sklera teknigi, skleral yatagin
yeniden epitelize olmasina izin vererek pterjium bolgesini kesmekten ibarettir. Bu
prosediir ile eksizyon yiizeyi fiizerinde pterjium dokusunun kiiglik kisimlari
kalabilmektedir ve bu da yiiksek bir niiks oranina neden olmaktadir (17). Yapilan bir
meta-analiz sonucuna gore primer pterjiumun ¢iplak cerrahi tedavisini takiben pterjium
rekiirrens orani, konjonktival otogreft yapilmadigi takdirde 6 kat; intra/postoperatif
mitomisin C kullanilmadigi durumlarda ise 25 kat daha yiiksek rapor edilmistir (153).
Bu nedenle greftin pterjium yerine transplantasyonu, yeni biiylimenin Oniinde bir
bariyer olarak kullanilmaktadir. Konjonktival otogreft yontemi; bulber konjonktivadan
bir otogreft elde edilmesini ve pterjium ¢ikarildiktan sonra maruz kalan skleral yatagin
lizerine greftin sliturlanmasi islemidir (Resim 2.2 ve Resim 2.3). Bu yontem, uzun siireli
etkinlige sahip olup ¢iplak skleradan daha diisiik rekiirrens oranlart elde edilmektedir
(154-156). Konjonktival otogreftler, siitur veya fibrin yapistirict kullanilarak transplante
edilir. Siiturlar; postoperatif rahatsizlik, kronik inflamasyon ve graniilom olusumu ile
iligkilidir. Fibrin yapistiric1, plazmadan hazirlanan bir sentetik doku yapistiricisidir ve
ilk olarak 1993 yilinda Cohen tarafindan pterjium cerrahisi i¢in tarif edilmistir (157). Bu
prosediir; komplikasyon oranlarini, postoperatif agri ve rahatsizligt azalmaktadir,

bununla birlikte daha pahali olup ayrilma riskine de sahiptir (158, 159).

Resim 2.2. Pterjium konjonktival otogreftin cerrahi islemleri (160)

(A) Preoperatif pterjium (B) Pterjium bas1 ve subkonjonktival fibrovaskiiler doku ekzisyonu (C)
Konjonktival otogreftin kornea iizerine ¢evrilmesi (D) Konjonktival otogreftin kornea iizerine
yerlestirilmesi (E) Konjonktival otogreft ve ¢iplak sklera {izerine fibrin yapistiricis1 uygulama (F)
Konjonktival otogreftin ¢iplak skleraya yayilmasi
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Resim 2.3. Primer pterjium eksizyonunun sematik basamaklari ve konjonktival flep

teknigi ile onarimi (161)
(A-C) Pterjium ekzisyonu (D-E) Transpozisyonel flep hazirlanmasi (F) Transpozisyonel flep
transplantasyonu

Pterjiumun cerrahi tedavisinde antiinflamatuar ve antifibrotik O6zelliklere sahip bir
amniyotik membran kullanilir. Bu 6zellikleri sayesinde ECM iiretimi ve skar
olusumunun o6niine gegilebilmektedir (162). Amniyotik membran, tipik olarak bazal
membran yukari ve stroma asagi bakacak sekilde c¢iplak sklera iizerine
yerlestirilmektedir. Fibrin yapistiricist ayrica amniyotik membran greftinin altta yatan
episkleral dokuya adezyonuna yardimci olmak ig¢in kullanilir. Kullanimi giivenli ve
etkili goriinmektedir ve ¢iplak sklera ile karsilastirildiginda daha diisiik niiks oranlarina
sahiptir (163, 164). Bununla birlikte, konjonktival otogreft teknigine goére pterjium
niiksiinii 6nlemede bu yontemin etkinligine iliskin tartismali sonuglar mevcuttur (165,

166).

Otolog nazal mukoza transplantasyonunun, kimyasal yanik hasarli kornealarda okiiler
ylizey rekonstriiksiyonu i¢in etkili oldugu kanitlanmistir (167). Bu teknigin konjonktiva
eksikligi olanlarda veya ciddi pterjium tedavisinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir
(17). Son zamanlarda yumusak doku rekonstriiksiyonu igin kullanilan biyouyumlu bir
floropolimer olan genisletilmis politetrafloroetilenin (e-PTFE) intraoperatif insersiyonu,
amniyotik membran ve konjonktiva arasina transplante edildiginde pterjium niiksiinii
anlamli Olclide azalttigr gosterilmistir (168). Cerrahi eksizyon yapildiktan sonra
pterjium niiksiinii 6nlemek i¢in adjuvan tedaviler kullanilmaktadir. En yaygin tedaviler:
Mitomisin C (MMC), B-radyasyon ve 5-florourasil (5-FU)’dir. MMC, keratositlerin ve
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miyofibroblastlarin apoptozunu indiikleyen bir anti-mitotik ajandir (169). MMC'nin
intraoperatif uygulamas1 yiiksek basar1 oraniyla sonuglanir, ancak ciddi
komplikasyonlar bildirilmistir. Kullanim1 ile kornea 6demi, korneal perforasyon ve
skleral kalsifikasyon dahil olmak iizere dozlarla iligkili kontrol edilmeyen siddetli

semptomlar goriillmesi nedeniyle hasta se¢ciminde dikkatli olunmalidir (170).

Beta radyasyonu, orta penetrasyonu olan ve okiiler dokunun dis katmanlarinda emilen
bir 1s1madir. Iyonize radyasyonun okiiler yapilara fokal olarak uygulanmasini saglayan
beta 1s1mas1 pratik bir yontem olup fibroblast proliferasyonunu inhibe etmektedir (171).
Cerrahi eksizyondan 24 saat sonra baslayan erken postoperatif [-radyasyon
uygulanmasi etkili ve gilivenli olup semptomlari iyilestirmekle birlikte kemoterapotik
ajanlar, konjonktival otogreft ve tek basina basit eksizyon ile karsilastirildiginda daha

iyi kozmetik sonuglar saglamaktadir (172-174).

5-FU, hiicre dongiisiiniin S fazinda DNA sentezini inhibe eden bir pirimidin analogudur.
Fibroblast gibi hizla ¢ogalan hiicreleri ve migrasyonu etkilemektedir (175). 5-FU’nun
pterjium niiks oranini azaltmada giivenli ve etkili oldugu kanitlanmistir. Ancak rekiirren
vakalarda asir1 neovaskiilarizasyon ile kabul edilemez bir kozmetik goriinim

gelisebilmektedir (176).

Etanol, dokularda peptidlerin ve proteinlerin denatiirasyonuna neden olmaktadir ve
bazal membran1 bolerek korneal epitelyal hiicreler arasindaki hemidesmozom (epitel
hiicrelerinin altta yatan bazal membrana stabil adezyonunu kolaylastiran protein yapilar)
kavsaklarmi yok etmektedir. Intraoperatif etanol tedavisinin pterjium niiksiinii en aza
indirdigi, kisa siireli uygulandiginda yiiksek diizeyde kozmetik memnuniyeti sagladig
gosterilmistir (177). Son zamanlarda diisik niiks oranlari olan ve intraoperatif
komplikasyonlar1 olmayan basit bir prosediir ile pterjiumun g¢ikarilmasinda tek basina
etanol kullanimi bildirilmistir ve pterjium tedavisi i¢in umut verici bir alternatif gibi

goriinmektedir (178).

Bevacizumab, endotelyal hiicrelerin VEGF ile indiiklenen proliferasyonunu inhibe eden
rekombinant insan kaynakli monoklonal bir immiinoglobulindir. Pterjiumda VEGF'nin
asirt  ekspresyonu, arastirmacilari pterjium niiksiiniin - 6nlenmesinde anti-VEGF

tedavisine yonlendirmistir. Subkonjonktival bevacizumabin tek doz (12.5 mg/0.5 ml)
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postoperatif uygulamasinin iyi tolere edildigi ve korneal kan damarlarinin sayisini ve
capini azalttigr ama bu olumlu etkinin gegici oldugu bildirilmistir (179). Diger yapilan
caligmalarda ise bevacizumab tedavisinden sonra fibrovaskiiler doku sikliginda bir
azalma oldugu ama tedavi edilen ve tedavi edilmeyen gruplar arasindaki seviyelerde

istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig bildirilmistir (180, 181).

Doksisiklin; genis spektrumlu bir antibiyotik olup inflamasyonu, proteolizi,
anjiyogenezi ve apoptozu etkileyen biyolojik ozelliklere sahiptir (182-184). Karsinom
hiicre hatlar1 ve hayvan karsinojenez modellerinde doksisiklinin MMP'leri inhibe ederek
timor biliylimesini inhibe edebilecegi gosterilmistir. Yapilan bir arastirmaya gore
doksisiklinin deneysel pterjiumda lezyon biiyiimesini engelledigi de gosterilmis olup
doksisiklin tedavisi sonrasi pterjiumun anterior segmentinde histolojik gerileme
gozlenmistir (185). Doksisiklinin mitokondriyal gen ekspresyonu, endoplazmik
retikulum stres yolagi, ECM ile ilgili genler, biiytime faktorleri, interlokinler ve hiicre
dongiisii ile iligkili proteinler gibi hiicre i¢i yolaklar1 indiikleyerek pterjiumda giiglii bir
doza bagimli cevap olusturdugu gosterilmistir (186). Tedavi edilmemis primer pterjium
hastalarinda oral doksisiklinin kullaniminin pterjium biiyiikligiiniin kontroliinde etkili

oldugu rapor edilmistir (187).

Son zamanlarda yapilan galismalarda gesitli bilesikler, pterjium fibroblastlarinda in
vitro antiproliferatif aktivite gostermistir. Poliamin analogu (S)-N1-(2-methyl-1-
butyl1)-N11-ethyl-4,8-dazaundeane (IPENSpm) bilesiginin N1-asetiltransferaz 1
(SATI) inhibisyonu ile primer kiiltiir hiicrelerinde migrasyonu azalttig1 gosterilmistir
(38). Antiproliferatif etkileri olan tetrandrine alkaloidi pterjium fibrolastlarinda PCNA
ekspresyonunu azalttigi ve doz-zaman bagimli olarak apoptozu indiikledigi
kanitlanmistir (188). Kurkumin bilesiginin de PCNA inhibisyonu ile pterjium fibroblast

proliferasyonu iizerinden direkt inhibitor etkisi gosterilmigtir (189).

2.5. Rho Proteinleri

Rho proteinleri, monomerik GTPazlarin Ras siiperfamilyasinin Rho altfamilyas:
tiyeleridir. Rho geni ilk olarak 1985°de bir deniz salyangozu olan Aplysia’dan bir Ras
homologu olarak klonlanmistir (190). Rho GTPaz ailesi 20 iiyeye sahiptir. Bunlar
arasinda RhoA, Racl ve Cdc42 en iyi karakterize edilenlerdir. Rho proteinleri, kiigiik
GTPaz siiper ailesinin tim {iyeleri gibi guanozin trifosfat (GTP) bagl (aktif) ve
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guanozin difosfat (GDP) bagli (inaktif) durumlar arasinda geg¢is yaparak hiicresel
stirecleri kontrol ederler ve molekiiler anahtar islevi gormektedirler (23). Rho
proteinlerinin temel islevi; hiicre iskeletinin yeniden bigimlenmesini ve hiicre
migrasyonunu kontrol etmektir. Bununla birlikte basit bir GTPaz dongiisiiniin Rho
proteinleri tarafindan baslatilan ¢esitli fonksiyonlar ve sinyaller ile agiklanamayacagi
gosterilmigtir. Son bulgulara goére mikroRNA'lar tarafindan post transkripsiyonel
regiilasyonu, ubikitinasyon, palmitolasyon ve fosforilasyon gibi ek diizenleyici
mekanizmalarin Rho GTPazlarin diizenlenmesine daha fazla katkida bulunabilecegi

gosterilmistir (191-194).

Rho GTPazlar; hiicre biiyiikliigiiniin, proliferasyonun, apoptozun, hiicre polaritesinin,
hiicre yapismasinin, hiicre motilitesinin Ve membran trafiinin diizenlenmesinde c¢ok
onemli rol oynamaktadir (23). Rho GTPaz’lar pro-inflamatuar sitokinler tarafindan
ortaya ¢ikarilan inflamatuar yaniti da kontrol eden 6nemli sinyal bilesenleridir (195).
Rho GEFs (guanine nucleotide exchange factors), GAPs (GTPase-activating proteins)
ve GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors), Rho GTPazlarin ana
diizenleyicileridir (196) (Sekil 2.8). GTPaz dongiisii, Rho GTPazin alt yolak efektorleri

ile etkilesimine neden olan biyolojik fonksiyonlar i¢in esansiyeldir (197, 198).

Rho-associated coiled-coil-forming kinase (ROCK), bir serin/treonin kinazdir ve Rho
GTPaz’in major alt yolag: efektorlerinden biridir. GTP bagli formunda Rho-GTPaz;
spesifik alt yolak efektor proteinleri olan ROCK, aktin polimerizasyon regiilatorleri ve
adaptor proteinleri ile etkilesim gosterir. Rho/ROCK yolagi, aktin stres lifleri ve fokal
adhezyonun olusumunda ve aktomiyozin hiicre iskeleti —organizasyonunun
regiilasyonunda, hiicre adhezyonunda, hiicre morfolojisinde, hiicre motilitesinde, diiz
kas kontraksiyonunda, ndronal yap1 ve sitokinezde dnemli fonksiyonlara sahiptir (199,
200) (Sekil 2.9). ROCK1 (ROCKp) ve ROCK2 (ROCKa) olmak iizere iki izomeri
vardir. Her iki ROCK proteinleri birgok dokuda her zaman eksprese edilir. ROCK1
enzimi karaciger, akciger ve testis dahil olmak iizere ndoronal olmayan dokularda;
ROCK?2, beyin ve kaslarda yiiksek seviyelerde bulunmaktadir (201, 202). Rho ve
ROCK, optik sinir ve retinal gangliyon hiicrelerinde de yiiksek oranda eksprese
edilmektedir (203). Limbal-korneal epitel transisyonu, ROCK1 ekspresyonunun artisi

ile iliskilendirilmistir. Ayrica ROCK sinyallerinin; kornea yara iyilesmesi
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mekanizmalarinda rol oynadigi, ROCK izoformlarinin  ekspresyonunun ve

aktivasyonunun arttig1 in vitro ve in vivo ¢alismalarda gosterilmistir (204, 205).

Bazi hastaliklarin tedavisinde kullanmak amaciyla Rho/ROCK yolagini bloke eden

ROCK inhibitérleri gelistirilmistir. Bunlardan fasudil, serebral vazospazm; ripasudil ve

netarsudil ise glokom tedavisinde kullanilmaktadir (206-208).

Sekil 2.8. Rho proteinleri aktivasyonu (209)
GEFs (Guanine-nucleotide exchange factors); GAPs (GTPase-activating proteins); GDIs (Guanine-
nucleotide dissociation inhibitors)
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Sekil 2.9. Rho/ROCK yolagi mekanizmasi (210)

RhoA, RhoB ve RhoC proteinleri ayni hiicresel fonksiyonlara sahip olup benzer amino
asit dizilisi gosterirler (199, 200). Rho proteinlerinin bir¢ok fonksiyonu RhoA ile
yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. RhoA, viicutta en fazla bulunan ve en ¢ok calisilan
bir Rho proteini alt tipidir (24). RhoA, RhoB, RhoC proteinlerin, translasyon sonrasi
korunan C-terminal sistein kismi prenilasyon ile modifiye edilir (211). Bu
modifikasyon, hiicre biiyiimesi, transformasyonu ve hiicre iskeleti organizasyonu i¢in
gereklidir (212). Rho poteinlerinin prenil gruplari arasinda farklilik vardir. Bu farklilik,
onlarin lokazisyonunu yansitmaktadir. RhoB temel olarak ge¢ endozom ve
lizozomlarda; RhoA, RhoC ise cogunlukla sitoplazmada veya plazma membraninda

bulunur (213).

RhoA, aktin hiicre iskeleti yapisinin stres lifleri aktivitesinden sorumludur (200). RhoA,
reglilatdor miyozin hafif zincirin fosforilasyonu ile aktomiyozin kontraktiliteyi stimiile
eder (214). RhoA, Dia proteinleri olarak bilinen ‘diaphanous-related’ formin
proteinlerinin aktivasyonu yoluyla aktin polimerizasyonunu direkt olarak stimiile eder.
Dia proteinleri, Rho ile indiiklenen stres lifleri formasyonuna aracilik i¢cin ROCK
enzimleriyle beraber hareket eder (215). Giai3 protein aktivasyonunun Rho/ROCK

sinyal yolagini aktive ettigi bilinmektedir (216, 217).

RhoB proteini; kararsiz, stabil olmayan bir molekiildiir, RhoA’ya %85 oraninda yap1
olarak benzemektedir, oksidatif strese cevap veren hiicrelerde ve akcigerde yiiksek
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oranda eksprese edilir (218). RhoB, EGF ve PDGF gibi biiylime faktorleri ve DNA
hasar1 veren ilaclar, UV ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile ekspresyonu indiiklenen Rho
GTPaz’dir (26, 27, 219). RhoB, hipoksik ve genotoksik stres ile aktive edilmektedir
(220, 221). RhoB, hipoksiyle indiiklenen faktor-la ve NFxB’nin aktivasyonunda rol
oynamaktadir (219, 220, 222). RhoB’nin hiicre dongiisiiniin G1 ve S fazinda biiyiime
faktorleri tarafindan upregiile edildigi rapor edilmistir (223). RhoB, sitokin
reseptorlerinin ve biiyiime faktorlerinin degredasyonunu regiile eder (224-229). RhoA
ve RhoC’nin aksine RhoB, biiyiime inhibitorii etkisi gostermektedir (230, 231). RhoB

ekspresyonunun tiimérlerde down regiile oldugu saptanmustir (232).

RhoB, stres ile indiiklenen apoptoz ve antineoplastik aktivitede kritik bir role sahiptir.
RhoB delesyonu, stresle stimiile edilen embriyonik fibroblastlarin cevabini tehlikeye
diistirmektedir. RhoB’nin stres cevabi prenilasyon durumuna baghdir (233). Bu,
RhoB’nin hiicre yasaminda negatif bir moderatéor olarak davranabilecegini
disiindiirmektedir (234). RhoB’nin genetik delesyonu farelerde gelisimi etkilememistir;

fakat ge¢ baslayan retinal vaskiilarizasyona yol agtig1 bildirilmistir (235).

Rho GTPaz’lar, pro-inflamatuar sitokinler tarafindan ortaya ¢ikarilan inflamatuar yaniti
kontrol eden 6nemli sinyal bilesenleridir (195). Pro-inflamatuar mediyatorler TNF-a,
IL-1PB ve bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) RhoA ekspresyonunu degistirmezken; insan

endotel hiicrelerinde RhoB ekspresyonunu stimiile ettigi gosterilmistir (236).

RhoC kanser gelisimi ile iliskilidir (237). RhoC, malign pankreatik duktal
karsinomalarda, inflamatuar meme kanseri tiimorlerinde ve metastatik melanomalarda
up-regiile olur (238-240). Ayrica RhoC, insan epitel hiicrelerindeki anjiyojenik
faktorlerin  ekspresyonunu indiikkler ve bu da timor vaskiilarizasyonunu

kolaylastirmaktadir (241).

RhoD, hiicre membraninda lokalize olmaktadir. Ayrica RhoD sitoplazma boyunca
vezikiil benzeri yapilarda da bulunur. RhoD vezikiil yapilarin fonksiyonunda ve
formasyonunda rolii olmakla birlikte hiicre migrasyonunda negatif etkiye sahip
oldugunu gosteren bir¢cok gozlem vardir. RhoD, iki farkli aktin iligkili hiicresel islemin

reglilasyonundan sorumludur. Birincisi, erken endozomlarin aktin bagimli transportunu
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regiile etmesidir (242). ikincisi, aktin stres liflerinin ayrilmasini ve fokal adhezyonunun

bozulmasini saglayip hiicre motilitesini inhibe etmesidir (243, 244).

RhoE’nin endotel hiicrelerinde RhoB ekspresyonunu indiikledigi, RhoA’ya zit yonde
etki gosterdigi, ROCK1’e baglanarak fosforilasyonunu inhibe ettigi bilinmektedir (245-
247). UV radyasyon, RhoE mRNA ve protein diizeylerini arttirmaktadir (28). Mide,
kalin bagirsak, akciger ve meme karsinomalarda RhoE ekspresyonun azaldigi,
RhoE’nin aday bir tiimo6r baskilayici protein olabilecegi ve kanser gen terapisinde yeni

bir hedef olabilecegi bildirilmistir (248).

2.6. Rac Proteinleri

Ras proteinleri, monomerik kiiciik GTPaz’larin (20-25 kDa) biiyiik bir siiper ailesidir.
Ras proteinleri; hiicre sikllis progresyonu, hiicre yasami, aktin hiicre iskeleti
organizasyonu, hiicre polaritesi ve hareketi, vezikiiler ve niikleer transport dahil olmak
tizere ¢esitli hiicre islemlerini regiile etmektedir (191, 249, 250). Hem uniselliiler hem
de multiselliiler organizmalarda Ras proteinleri eksprese edilmektedir. Insan Ras siiper
ailesi 166 iiyeden olugmaktadir ve 5 major alt dala (Ras, Rho, Arf/Saf, Ran, Rab)
ayrilmistir. Cdc42, Racl, Rac2 ve Rac3; 20 iiyeli Rho ailesine ait proteinlerdir (Tablo
2.1) (209).

Rho proteinleri, aktin hiicre iskeletinin farkli konformasyonel formlarinin
diizenlenmesinde 6nemlidirler. Rho ailesi {iyelerinin, aktinin yeniden sekillenmesinin ve
diizenlenmesindeki rolii ilk olarak fibroblast biiylime faktorii uyarisina yanit ¢alismalari
ile agiga cikarilmistir (251, 252). Pterjium olusumunda fibroblastlarin rolii de
gosterilmistir (253). Cdc42 ve Rac, RhoA ile birlikte ailenin en ¢ok ¢aligilan iiyeleridir.
Her yerde eksprese edilen Rho, Cdc42 ve Rac proteinlerinin baslica fonksiyonu hiicre
iskeleti regiilasyonudur. Bu regiilasyonda Rho ailesinin her tiyesi farkli etkilere sahiptir.
RhoA aktivasyonu aktin stres liflerinin ve fokal adhezyonun olusumunu saglar (254).
Racl stimulasyonu hiicre periferinde aktin polimerizasyonunu indiikler ve aktin-zengin
lamellipodia olusumu meydana gelir. Rho tarafindan indiiklenen aktin hiicre iskeleti
reorganizasyonun sonuglart hiicre morfolojisi, polaritesi, motilitesi ve adhezyonu
tizerinedir (249, 250, 255). Rac ve Cdc42 baslica hiicre iskeleti yapisinin ve hiicre

hareketinin kontroliinde rol oynar (256), ayrica hiicre proliferasyonu ve spesifik gen
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ekspresyonunun kontroliinii de iceren diger dnemli hiicresel aktivitelere de katilirlar

(257).

Rho proteinleri hiicre iskeleti regiilasyonuna ek olarak enzim aktivitelerinde regiilator
olarak davranirlar. Racl proteinleri, siiperoksit olusumundan sorumlu NADPH oksidaz
enzimini kontrol eder (30). Rac aktivasyonun fibroblastlarda ROS’u arttirdigi
gosterilmistir (258). Pterjiumda artmis ROS iiretimi oldugu ve antioksidan enzimlerin
azaldig1 gosterilmistir (18). Ayrica Rac proteinleri hiicre sikliis progresyonu ve gen

transkripsiyonu gibi 6nemli siire¢lerde de rol oynamaktadir (259, 260).
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Tablo 2.1. Ras protein siiper ailesi (209)

Ras (36)

H-Ras
N-Ras
K-Ras
E-Ras
M-Ras/R-Ras3
R-Ras
TC21/R-Ras2
Rit1
Rit2 /Rin
RalA
RalB
Rap1A
Rap1B
Rap2A
Rap2B
Rap2C
Noey2
Di-Ras1
DiRas2
RasD1
RasD2
RRP17
RPR22
Rem1
Rem2
Gem/Kir
Rad

Rerg

Ris
RERGL
RasL11A
RasL11B
Rheb
Rheb2
NKIRas1
NKIRas2

Rho (20)

RhoA
RhoB
RhoC
Rnd1
Rnd2
Rnd3
RhoD
Rif
RhoG
RhoH
Rac1
Rac2
Rac3
Cdc42
TC10
TCL
Wrch-1
Wrch-2
RhoBTB1
RhoBTB2

Ras protein siiper ailesi

Rab (64)

Rab1A, B
Rab2A, B
Rab3A-D
RabdA, B
Rab5A-C
RabBA-C
Rab7A, B
Rab7L1
RabBA, B
RabSA, B
Rab10
Rab11 A, B
Rab12
Rab13
Rab14
Rab15
Rab18
Rab17
Rab18
Rab21
Rab22A, B
Rab23
Rab24
Rab25
Rab26
Rab28
Rab27A, B
Rab30
Rab31
Rab32
Rab33A, B
Rab34
Rab35
Rab36
Rab37
Rab38
Rab39A, B
Rabd40AC
Rab41
Rab42
Rab43
RablL4
RasEF

Arf (28)

Ran/TC4 Arf1

Arf3
Arf4
ArfalL
ArfS
Arf6
ArfRP1
ArfRP2
FLJ22585
Arfd1
Arl1
Ari2
Arl2L1
Ari3
Arid
ArlS
Arl6
Arl7
Ari8
Ari9
Arl10A
Arl10B
Arl10C
Arl11
Sar1b
Sarla
Arl16
Arl14

Other (11)

RabL2A
RablL2B
RablL5
SRPRB
LOC401884
Arl10C
Arl10B
RabL3
Rab20
Miro1
Miro2
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Polimorfizm Calismalar:

3.1.1. Hasta ve kontrol grubu

Polimorfizm c¢alismalar1 i¢in Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklari
Klinigine bagvurup pterjium tanis1 konulan 383 hasta ve herhangi bir hastaligi olmayan
331 saglikli goniillii dahil edildi. Hasta (55.3+7.9 yas, %50.7 kadin, %49.3 erkek) ve
kontrol (54.7+8.6 yas, %51.4 kadin, %48.6 erkek) grubu yas ve cinsiyet bakimindan
benzerdir (P>0.05). Pterjium tanis1 almig 383 hastadan ve kontrol grubu olarak
kullanilan herhangi bir hastaligi olmayan 331 saglikli goniilliden vendz kan o6rnegi

alinarak periferik 16kositler izole edilmis ve DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

Calisma icin Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik  Kurulunun
24.07.2017/276 ve 11.09.2017/312 no’lu kararlar1 ile Etik kurul onayi, hasta ve saglikli

kontrol grubundan imzalanmis bilgilendirilmis olur formu alinmistir.

3.1.2. Periferik kandan DNA izolasyonu
1. Kandan DNA izolasyonu igin DNA kiti kullanildi (Qiamp DNA minikit, Qiagen,
Hilden, Almanya)
1.5 mI’lik eppendorf tiipe 20 pul proteinaz K eklendi.
Daha sonra 200 pl tam kan eklendi.
200 pl buffer AL eklendi ve 15 sn vortekslendi.
10 dk 56°C etiivde inkiibe edildi.
Kapak kisminda damlalar i¢in 10 sn spin islemi uygulandi.
200 pl etanol (%96-100) eklendi ve 15 sn vortekslendi. (Kan: etanol,1:1)
Karisim pipetle alinarak kolonlara yiiklendi.
20°C’de 7000 g’de 1 dk santrifiij yapildu.

© o N o g R~ DN

[EEN
©

Santrifiij sonrasi altta siiziilen kisim (filtrat) atildi.

[EEY
[EEY

. Kolonlara 500 ul AW1 buffer (kullanmadan 6nce 130 ml etanol eklenerek
hazirlandr) eklendi ve 20°C’de 7000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

12. Santrifiij sonras filtrat yine atild1.

13. Kolonlara 500 pl AW2 buffer (kullanmadan 6nce 160 ml etanol eklenerek

hazirlandi) eklendi ve 20°C’de 20000 g’de 3 dk santrifiij edildi.
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14. Filtrat tekrar atildi ve yine 20000 g’de 1 dk santrifiij edildi ve filtrat atild1.

15. Santrifiij sonrast kolon steril tlipe yerlestirildi ve 200 ul AE buffer soliisyonu
eklenerek oda 1s1sinda 5 dk inkiibe edildi.

16. Inkiibasyon sonras1 20°C’de 7000 g’de 1 dk santrifiij yapildi.

17. Altta steril tiip igeresinde DNA elde edildi, tistteki kolon kisim atildi.

3.1.3. Tek niikleotid polimorfizm (single nucleotide polymorphism, SNP) analizi
Hasta ve kontrol gruplarinda asagida belirtilen genlere ait 30 adet SNP calismalari
gerceklestirildi (Tablo 3.1-3.5).

RHOA: 152177268, 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 sonuglari

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 sonuglari

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 sonuglari

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 sonuglari

SNP RHOD
rs3923203 intron variant
rs11227675 | intron variant, missense variant, coding sequence variant
rs34602279 | coding sequence variant, frameshift
(delins)
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 sonuglari

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) ¢alismasi

Real-time PCR (RT-PCR, gPCR) ile mutasyon analizi i¢in nano teknoloji temelli
yiiksek kapasiteli BioMark™ HD Sistem (Fluidigm, South San Francisco, CA,
Amerika) ile gergeklestirildi. SNP analizi i¢in periferik vendz kandan izole edilen

DNA’lar pre-amplifiye edildi.

RHOA, RHOB, RHOC, RHOD, RHOE genleri ile iligkili polimorfizmler igin PreAmp
primerleri kullanilarak gerekli PCR kosullar1 uygulandi.

Pre-amplifiye karigim:

Qiagen multiplex PCR karigim Sul
Primer pool 1 ul
DNaz, RNaz icermeyen su 1.5 ul

Pre-amplifikasyon karisimi hazirlanarak plaga yiiklendi sonrasinda hasta ve kontrol
grubundan elde edilen DNA da eklenerek uygun PCR kosullar1 Applied Biosystems
96 kuyucuklu Thermal Cycler cihazi kullanilarak uygulandi.
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Pre-amplifikasyon termal program

15 dk 95°C
15sn 95°C
4 dk 60°C } 14 déngii
0 4°C

3.1.5.Real-time PCR

Ornek ve primerler igin iki farkli karisim hazirland.

Ornek ve PCR karisimi:

KASP 2X reagent karisim 496.80 pul
GT sample loading reagent 49.68 ul
DNaz, RNaz icermeyen su 31.92 pul

Pre-amplifiye DNA’lar 1:100 oraninda diliie edilerek karisima eklendi ve cihaza

0zgl ¢ipe pipetle yiiklendi.

Primer karisimi:

2X assay loading reagent 575.00 ul
MgCl, (50 mM) 92.00 pul
DNaz, RNaz icermeyen su 322.00 pl

Primer karisim hazirlandiktan sonra yeni bir plaga pipetle eklendi ve RHO geni
mutasyon primer plagindan primerler alindi ve karigima ilave edilerek ¢ipe yiiklendi.
Cip, RT-PCR’m uygulamadan oOnce Fluidigm IFC Controller HX cihazina
yerlestirilerek primer ve orneklerin ¢ipte yer alan kuyucuklara ulasarak karigmasi
saglandi ve daha sonra ¢ip BioMark™ HD Sistemi’ne yerlestirildi ve uygun PCR
kosullar1 uyguland: (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. PCR tepkime kosullari

Basamak Sicaklik Siire

[k denatiirasyon 70°C 30 dk
25°C 10 dk

Denatiirasyon 94 C 15 dk
20 déngii 94°C 10 sn
57°C 10 sn

94°C 10 sn

18 dongii 94°C 10 sn
57°C 20 sn

72 °C 40 sn

3.2. Gen ve Protein Ekspresyonu

3.2.1.Cahisma popiilasyonu

Operasyonlardan elde edilecek dokularin az miktarda olmasindan dolay: protein ve gen
ekspresyon analizlerinde farkli hastalardan alinan dokular kullanildi. Dolayisiyla
calismamiz Western blot yontemiyle protein ekspresyonu incelemesinde 38 primer
pterjium hastas: ve gen ekspresyonu profili i¢gin 30 primer pterjium hasta olmak {izere
toplam 68 hastada yapildi. Hastalarin operasyon sirasinda saglikli otogreft dokusu da
alindigr igin hastalar ayn1 zamanda kontrol grubunu da olusturdu. Hasta grubunda
gozde, 5-florourasil, mitomisin C, siklosporin A, daunorubisin, bevacizumab gibi

adjuvan ilag tedavisi uygulananlar bu ¢aligmaya dahil edilmedi.

3.2.2.Gen ekspresyonu analizi
3.2.2.1. Dokudan total RNA izolasyonu
Dokudan total riboniikleik asit (RNA) izole etmek i¢in miRNeasy Mini Kit (Qiagen
GmbH-Hilden, Almanya) kullanildi ve total RNA eldesi igin asagidaki islemler
uygulandz:
1. Pterjium ve otogreft dokulan tiiplere alinarak iizerine 700 pl QIAzol Lysis
Reagent eklendi ve doku homojenizatorii (Tissue Lyser LT, Qiagen, Almanya)

ile homojenizasyon gergeklestirildi.
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10.

11.

. Elde edilen doku homojenati oda sicakliginda (15-25°C) 5 dk boyunca inkiibe

edildi.

Uzerine 140 ul kloroform eklendi ve 15 sn boyunca pipetaj yapilarak 2-3 dk
boyunca oda sicakliginda tutuldu.

4°C’de 12000 g’de 15 dk santrifiij yapildi ve iist faz yeni bir tiipe alindi.

Yeni tiipe alinan miktarin 1.5 kat1 (yaklagik 600 pl) etanol (%96-100) eklendi ve
pipetaj yapilarak iyice karigtirildi.

En fazla 700 pl 6rnek, 2 ml toplama tiipli igerisindeki RNeasy® Mini kolona
yiiklendi ve oda sicakliginda 20 sn boyunca 8000 g’de santrifuj edildi. Toplama
tiplinde biriken kalinti uzaklastirildi. Bu islem 6rnek bitimine kadar tekrar
edildi.

Buffer RWT ve RPE c¢ozeltilerine %96-100 etanol eklenerek kullanima hazir
hale getirildi.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 700 pl Buffer RWT
cozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 20 sn boyunca 8000 g’de santrifiij edildi.
Toplama tiipiinde biriken kalint1 uzaklastirildi.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona bu sefer 500 ul Buffer
RPE ¢ozeltisi eklendi ve yine oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000 g’de santrifiij
edildi. Toplama tiipiinde biriken kalint1 uzaklastirildi.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona tekrar 500 pl Buffer RPE
cozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 2 dk boyunca 8000 g’de santrifiij edildi.
Toplama tiipiinde biriken kalint1 uzaklastirildi.

1.5 ml’lik santrifiij tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 30-50 pl RNase
icermeyen su eklendi ve oda sicaklifinda yaklagik 1 dk inkiibe edilerek 1 dk
boyunca 8000 g’de santrifiij edildi ve total RNA, toplama tiipiindeki ¢ozeltide
elde edildi.

3.2.2.2. mRNA’dan cDNA eldesi

Elde edilen total RNA i¢indeki mRNA’y1 cDNA’ya ¢evirmek i¢in Ipsogen RT Kit
(Qiagen, GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi. Test edilecek (10 pl) her bir RNA
orneginin 5 ul’si 65°C'de 5 dk inkiibe edilip 5 dk buzda bekletilerek sogutuldu. Revers
Transkriptaz 6n karisimi soguk blok {izerinde hazirland1 ve bekletildi (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7. Revers Transkriptaz PCR karigim igerikleri

Bilesenler Ornek basina hacim (nb)
5x Revers Transkriptaz tamponu 5

dNTP 2

Random primer (100 uM) 5,25

RNaz Inhibitérii (40 U/ul) 0,5

Ters transkriptaz (200 U/pl) 1

DTT 1,25

RNaz igermeyen su 0,5

Ornek basina RT 6n karisim hacmi 15,5

On karisim dikkatlice karistirildi, 10000 g’de 10 sn spin uygulandi ve her bir RNA
Orneginin iizerine 6n karisimdan 15 pl eklendi. Her bir tiip dikkatlice karigtirildi ve
10000 g’de 10 sn santrifiij edildi. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystem, Foster City, CA, Amerika) cihazindaki kayith revers transkripsiyon
programi c¢alistirildi (Tablo 3.8). Tiipiin altindaki cDNA'y1 toplamak i¢in 10000 g’de 10
sn santrifiij edildi ve qPCR gergeklestirene kadar -20°C'de saklandi.

Tablo 3.8. Revers transkripsiyon igin termal dongii

Siire (dk) Sicaklik (°C)
10 25

60 50

5 85

0 4

Tepkime tamamlandiktan sonra elde edilen tek sarmal cDNA &rneklerinin dondurulup
¢oziilerek olusan kayb1 onlemek i¢in 0.2 ml’lik PCR tiiplerine 2 pul dagitildi (aliquot).
Aliquot islemi yapildiktan sonra ¢cDNA’lar1 uzun siire kullanabilmek i¢in -80°C’de

saklandi.

3.2.2.3. Elde edilen cDNA’lardan kalite ve miktar tayini
Elde edilen cDNA o6rneklerinin miktarlarini ve kalitesini tayin etmek ve tiim 6rnekleri

ayni yogunlukta reaksiyona tabi tutmak igin spektrofotometrik yontem (Epoch
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Microplate Spectrophotometer, Biotek, Amerika) kullanildi. Gen ekspresyon analizi

oncesi 0rneklerden elde edilen cDNA’lar 50 ng/pul konsantrasyonuna ayarlandi.

3.2.2.4. RHO (RHOA, RHOB, RHOC, RHOD, RHOE, RAC2, RAC3) ve GAPDH
genlerinin ekspresyon diizeyleri dl¢iimii icin RT-PCR (qRT-PCR) yontemi
RT-PCR reaksiyonu DNA baglayan boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun es zamanl
olarak takibine olanak saglar. SYBR Green, bu amagla siklikla tercih edilen boyalardan
biridir. Cift iplikli DNA molekiiliine baglanarak floresan 1sima verir. Primerin
baglanmasinmi takiben gergeklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift sarmal
hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR Green miktar1 artmakta ve buna bagli olarak
yayilan floresans miktarinda artis gozlenmektedir. SYBR Green boyasindan alinan
isimanin siir degeri astigi noktaya Ct ya da Cp degeri adi verilmektedir. Bu noktada
DNA amplifiye olmus ve DNA’ya baglanan boyanin verdigi isima smir degerini
asmistir. Istmanin sinir degeri astig1 anda amplifikasyondan emin olunur ancak dogru
amplikonun takibinin yapildiginin belirlenebilmesi igin erime egrisinin (melting point)
incelenmesi gerekmektedir. Clinkii SYBR Green tiim ¢ift iplikli DNA molekiillerine
baglanan bir boya olup belirli bir DNA molekiiliine baglanan spesifik bir boya degildir.

3.2.25. RHO genlerinin ekspresyon diizeyleri o6l¢iimii icin real-time PCR
bilesenleri

Es zamanli PCR 6n karigimi Tablo 3.9’a gore buzda hazirlandi. Buz iizerinde 50 ng/ul’e

ayarlanan cDNA oOrnekleri iizerine eklendi. cDNA 6rnekleri real-time PCR yontemi ile

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

ve daha sonra analizleri yapildi. Standardizasyonu saglamak i¢in housekeeping gen

olarak GAPDH geni kullanildi.

Tablo 3.9. Es zamanli PCR reaksiyon karigiminin igerikleri

Bilesenler Hacim (pl)
RT2? SYBR Green ROX FAST Mastermix 5
Forward Primer (10 uM) 0,3
Reverse Primer (10 uM) 0,3
Rnaz/Dnaz igermeyen su 3,9
cDNA (50 ng) 0,5
Total 10
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3.2.2.6. Gen ekspresyonun analizi

RHO genlerinin degerleri GAPDH geni O6l¢iim degerleri ile normalize edilmistir.

Normalizasyonda kullanilan GAPDH geni, belirli sartlar altinda ekspresyon diizeyi

degismeyen, tiim dokularda ve hiicrede bazal diizeyde eksprese edilen housekeeping

genlerdir. gRT-PCR yonteminde Cp (Crossing points) degerleri elde edilmistir. qRT-

PCR sonuglarindaki Ct ya da Cp degerleri 274" formiilii:

27AACt = p-(Omek ACH (Gen) —Kontrol ACt (Referans)) 1,113 ]arak istatistiksel analiz yapilmustir.

Bu deger bize ilgili genin dokudaki ekspresyon diizeyinin, kontrol baz aliarak

kiyaslanmasini saglayip katsay: bilgisini vermektedir. Bu deger bize o genin referans

gene gore hangi oranda ekspresyon diizeyinin degistigini gosterir yani goreceli

ekspresyon bilgisini vermektedir (261).

3.2.3. Western blot

3.2.3.1. Doku homojenizasyonu

1. Pterjium operasyonu sirasinda alinan saglikli konjonktival greft dokusu (kontrol)

ve hasta grubu olarak da operasyonda ¢ikarilan primer pterjium dokusu kriyo
tiiplere konularak sivi azot tankina alindi.

Doku lizatlarin1 hazirlamak igin taze olarak HEPES Buffer [B-gliserofosfat (20
mM), sodyum pirofosfat (20 mM), benzamidin (10 mM), ditiyotreitol (1 mM),
HEPES (pH 7.5) (20 mM), NazVO,4 (0.2 mM), NaF (20 mM), EDTA (2 mM),
leupeptin (20 pg/ml), aprotinin (10 pg/ml)] hazirlandi (262).

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

Almanya) ve analiz i¢in -80°C saklandi.

3.2.3.2. Periferik kandan lokosit izolasyonu ve lizat hazirlama

1.

EDTA’l tiipe (CBC tiipii) alinan 2-3 ml hasta ve kontrol kani 15 ml’lik falcon
tiipe alindu.

Falcon tiipiin {izerinde bosluk olacak sekilde Qiagen EL Buffer (Cat No:79217)
eklendi. Tiip alt {ist edilerek hafifce karigtirildi.

Orneklere EL buffer eklendikten sonra +4°C’de santrifiije alinarak 10 dk inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonras1 +4°C’de 1500 g’de 10 dk santrifiij yapild.

Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi ve pelletin {izerine 2 ml EL buffer
eklendi.
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10.

11.
12.

13.
14.

Tiipler santrifiij igerisinde 5 dk inkiibe edildikten sonra +4°C’de 1500 g’de 10 dk
santrifiij yapildi.

Stipernatant uzaklastirilip pellet iizerine soguk Phosphate Buffered Saline (PBS)
eklenerek hafifce karistirildi ve +4°C’de 1000 g’de 2 dk santrifiij yapildi.
Stipernatant uzaklastirildi.

Tiipler buz iizerine alind1.

Her tiipteki pellet 200 pl soguk HEPES Buffer eklendi ve vortekste pelletin
¢cOzilinmesi saglandi.

Coziinen pelletler 1.5 ml’lik tiiplere alinarak 30 dk buz {izerinde inkiibe edildi.
Buz iizerinde tiiplerin donmasina izin verilmeden her 10 dk’da bir vorteksleme
islemi yapildi.

Son vortekslemeden sonra 10000 g’de 15 dk santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi ornekler 200 pl’lik tiiplere aliquot edildi ve analiz yapilana
kadar -80°C’de saklandi.

3.2.3.3. Protein dl¢iimii

15.

16.

Doku ve kan lizatlarindaki protein konsantrasyonu Coomassie Plus (Bradford)
yontemi ile 565 nm’de mikroplak okuyucu ile 6l¢iildii (Epoch Microplate
Spectrophotometer, Biotek, Amerika).

Protein 6l¢iimii yapildiktan sonra her kuyucukta esit protein olacak sekilde

hesaplamalar yapildi (Ornek+Sample Buffer (5 ul) + HEPES buffer).

3.2.3.4. Jel hazirlanmasi, yiikleme ve elektroforez

1.
2.
3.

1.5 mm kalinliginda 10 kuyucuklu jel hazirland1 (%12) (Tablo 3.10) (Resim 3.1)
Hazirlanan 6rnekler 95°C’de 5 dk kaynatildu.

Kuyucuklara hazirlanan 6rnekler ve protein marker (10-245 kDa, ab116028,
Abcam, Cambridge, Ingiltere) yiiklendi.

Elektroforez tankina yerlestirilen jele running buffer ile 30 dk 50 V ve 3 saat
80V’ta elektroforez islemi uyguland: (Resim 3.2).
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Tablo 3.10. %12'lik jel hazirlanmasi i¢in gerekenler (1.5 mm kalinliginda)

%12'lik jel (1.5 mm) Stack (Ust 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 persiilfat (%10) 0,05 0,1
TEMED 0,005 0,01
Total Hacim 5,0 10,0

Not: Karisima en son amonyum perstilfat ve TEMED eklenmelidir.

Resim 3.1. Jel olusturma diizenegi

3.2.3.5. Membrana transfer ve bloklama

1.

2.

Jel boyutunda kesilen polyvinylidene fluoride (PVDF) membran, metanol ile 1
dk aktiflestirildikten sonra Transfer Buffer ile yikand1 ve sonra siyah filtre-1slak
beyaz Watman kagidi-jel-membran-islak beyaz Watman kagidi-siyah filtre
olacak sekilde kasete yerlestirildi (Resim 3.2).

Jelden membrana proteinlerin gegmesini istedigimizden jel negatif uca (katot),

membran pozitif uca (anot) yerlestirildi.
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3. Tanka transfer buffer eklendi ve +4°C’de 25 V’de gece boyu 1slak (wet) transfer
islemi yapildi. Transfer iglemi Ponceau boyamasi ile kontrol edildi (Resim 3.2).

4. Ponceau kirmizisindan kurtulmak i¢in membran 3 kez 10 dk Tris Buffer Saline
%0.05 Tween (TBST) ile yikandi.

5. Renk kaybolduktan sonra membran %5 non fat dry milk (NFDM)/TBST ile 1.5
saat oda sicakliginda bloklama isleme uygulandi.

6. Bloklama isleminden sonra membran 3 kez 10 dk TBST ile yikandi.

Resim 3.2. Western blot elektroforez ve transfer iglemleri

3.2.3.6. Ilgili proteinin isaretlenmesi

1. TBST soliisyonu ile yikama islemlerinden 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, Ingiltere), RhoC
(ab64659, 1 pg/ml, Abcam, Cambridge, ingiltere), RhoD (ab80537, 1 pg/ml,
Abcam, Cambridge, ingiltere), RhoE (ab171799, 1:1000, Abcam, Cambridge,
Ingiltere) ve yiikleme kontrolii (loading control) olarak p-aktin (ab16039,
1:1000, Abcam, Cambridge, ingiltere) ile inkiibe edildi.
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2. Primer pterjium ve otogreft dokularindaki Rac2 ve Rac3 protein ekspresyonu
analizi i¢cin membranlara primer antikor anti-Rac2 (sc-517424, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, Amerika) 1/300; anti-Rac3 (ab124943, abcam,
Cambridge, Ingiltere) 1/1000 oraninda diliie edilerek membran +4°C’de gece
boyu inkiibe edildi. Yiikleme kontrolii olarak 1/1000 oraninda beta-aktin
kullanild1 (sc-47778, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Amerika).

3. Inkiibasyon sonrast membranlar primer antikorlara bagli olarak sekonder antikor
anti-mouse 1gG-HRP (sc-516102, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, Amerika), sekonder antikor anti-rabbit 1gG-HRP (ab6721, 1:3000, Abcam,
Cambridge, Ingiltere) ve sekonder antikor anti-mouse lgG-HRP (ab6728,
1:3000, Abcam, Cambridge, ingiltere) ile oda sicakliginda 1.5 saat inkiibe edildi.

4. Membranlar 3 kez 10 dk TBST ile yikandi.

3.2.3.7. Goriintiileme

Bantlar, Enhanced chemiluminescence (ECL) prime (cat. n0.34080, Thermo Fischer,
Amerika) ile kemiliiminesans olarak otomatik elektroforez jel analiz sistemi (ChemiDoc
XRS+ Imager, Bio-Rad, Hercules, CA, Amerika) ve programi (Image Lab, Bio-Rad,
Hercules, CA, Amerika) ile goriintiilendi.

3.2.3.8. Analiz
ImageJ (1.52a) programu ile dansitometrik analiz yapilarak beta-aktin seviyeleri

normalize edildi.
3.2.4.Western Blot i¢in gerekli soliisyonlar

HEPES (2x, pH 7.5)

HEPES asit 0.12¢g
NaCl 0.16 ¢
Na;HPO, 0.0021 g

Hacim dH0 ile10 ml’ye ayarlandi.

NazVO, (0.2 M, pH 10.0, activated)

NazVOq 1.84¢

H.0 50 ml

Not: Cozelti rengi saridan beyaz olana kadar kaynatilir ve pH 10°da stabilize olana

kadar islem tekrar edildi.
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Sample Buffer
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.4 ml

SDS 08¢
Bromfenol mavisi 40 mg
dH,0 3.1mil
Gliserol 4 ml

Running Buffer (pH 8.3)  1x

Tris-Base 25 mM 3.03¢g
Glisin 192 mM 144 ¢
SDS % 0.1 1g

Hacim dH,0 ilel L’ye ayarlandi.

Transfer Buffer (Towbin) (pH 8.3) 1x

Tris 25 mM 3.03¢g
Glisin 195 mM 1463 ¢
Metanol 200 ml (kullanmadan 6nce eklendi)

Hacim dH,0 ile 1 L’ye ayarlandi.

Ponceau Boyasi
Asetik asit 25 ml
Ponceau kirmzisi 059

dH,0 500 ml

TBS (pH 7.4) 10x

Tris (25 mM) 309
NaCl (137 mM) 80¢
KCI (27 mM) 209

Hacim dH0 ilel L’ye ayarlandi.

TBST (pH 7.4)

TBS (10x) 01L
dH,0O 0.8L
Tween 20 (%0.05) 0.5 mil

Hacim dH,0 ilel L’ye ayarlandi
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Blocking Buffer (%5 NFDM)

Non-Fat-DryMilk 50
TBST 100 mi

3.3. [Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + standart sapma (SD), ortalamanin standart hatas1 (SEM) veya yiizde
olarak ifade edildi. Calismada istatistiksel analizler i¢cin GraphPad Instat (siirim 3.05,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ABD) programlar1 kullanildi. ki grup
ortalamalarinin  Karsilastirllmasinda  eslesmemis  Student  t-testi,  yiizdelerin
karsilastirilmasinda ki-kare veya Fisher exact testi uygulandi. Genotip dagilimi ve allel
sikliklart gruplar arasinda ki-kare veya Fisher exact testi kullanilarak karsilastirildi.
Pterjium hasta genotip frekanslarinda RHOA gen polimorfizminin (rs974495) rolatif
risk oran1 (odds ratio) 1.89’a dayanan bir gii¢ hesaplamasi kullanarak 6rneklem
biylikligi tahmin edilmistir (263). Polimorfizm c¢aligmalarinda kontrol ve hasta
gruplar1 arasinda %80 gii¢ diizeyinde anlamli bir fark saptamak igin her bir grupta en az
162 kisi olmasi gerektigi G*Power (sliriim 3.1.9.4, Almanya) programi ile
hesaplanmistir (o = 0.05). Bu ¢alismada 30 SNP analizi gergeklestirildi. RHOB geni
rs35881336, RHOD geni rs75872861 ve RND3 (RHOE) geni rs75581868 analizlerinde
SNP tespit edilememistir. Gen ekspresyonu analizleri QIAGEN online web portali olan
GeneGlobe  (http://www.qiagen.com/geneglobe)  kullanilarak  yapildi.  Gen
ekspresyonlar1 delta delta Ct yontemi ile hesaplandi. QIAGEN GeneGlobe analiz
sonuclarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda Student t-testi kullanildi. Western
blot analizi sonuglart ANOVA ve sonrasinda post hoc test olarak Student-Newman-Keuls
testi kullanilarak analiz edildi. Pearson korelasyon testi kullanilarak korelasyon analizi
yapildi. Istatistik testlerinde P degeri iki yonliiydii ve 0.05'ten az olan P degerleri
anlamli olarak kabul edildi. Polimorfizm ¢alismalarinda ¢oklu testler i¢in Bonferroni
diizeltmesi kullanild1 ve yukarida belirtilen 3 SNP tespit edilemedigi icin istatistiksel
olarak P <0.00185 (0.05/27) degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Polimorfizm Calismalarinin Sonuclari

Projede pterjium tanist almis olan 383 hastadan ve kontrol grubu olarak kullanilan
herhangi bir hastaligi olmayan 331 saglikli goniilliiden vendz kan Ornegi alinmis,
16kositler izole edilmis ve DNA eldesi gergeklestirilmistir. Hasta ve kontrol grubunun
demografik o6zellikleri Tablo 4.1’de gosterilmistir (P>0.05). Analizler yapilmis ve
sonuglar asagidaki tablolarda (Tablo 4.2 ve 4.3) sunulmustur. Bu ¢alismada hasta ve
kontrol gruplar1 i¢in RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RND3 (RHOE) genlerine ait

polimorfizmlerin genotip ve allel dagilimlart da belirlenmistir.

Tablo 4.1. Polimorfizm ¢alismalarinda kontrol ve pterjium (hasta) gruplarinin
demografik 6zellikleri

Kontrol Pterjium P
(n=331) (n=383)
Yas (y1l) 54.7+8.6 55.3+7.9 0.3318
Cinsiyet
Erkek (n, %) 161 (48.6) 189 (49.3) 0.8506
Kadin (n, %) 170 (51.4) 194 (50.7)

Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki genotiplerin ve allellerin dagilimlar1 Tablo 4.2 ve
4.3te gosterilmisti. RHOA geni rs2177268, rs3811699, rs3448, rs17595772,
rs6784820, rs2878298 ve rs974495 polimorfizmleri i¢in genotip ve allel frekanslari
bakimindan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir

(P>0.00185) (Tablo 4.2).

RHOB gen rs2602160, rs62121967, rs62121968, rs11541350 SNFP'leri hem genotip hem
de allel frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.0001).
RHOB gen rs35881336 SNP analizinde, SNP tespit edilemedigi i¢in istatistiksel olarak
hesaplanamamistir bundan dolayr Bonferroni diizeltmesi kullanirken de dahil
edilmemistir (Tablo 4.2).

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

de allel frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.0001).
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RHOC gen rs11538960 SNP’i de hem genotip hem de allel frekanslar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur (P=0.0002). RHOC gen rs2999156
polimorfizmi icin genotip ve allel frekanslar1 bakimindan kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamustir (P>0.00185) (Tablo 4.3).

RHOD gen rs11227675, rs61891303 SNP'leri hem genotip hem de allel frekanslart
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.0001). RHOD geni rs7112925
SNP’i de genotip frekans1 (P<0.0001) ve allel frekanst (P=0.0016) bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. RHOD gen rs3923203 ve rs34602279
polimorfizmleri i¢in genotip ve allel frekanslar1 bakimindan kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir (P>0.00185). RHOD gen rs75872861 SNP
analizinde SNP tespit edilemedigi icin istatistiksel olarak hesaplanamamistir bundan

dolay1 Bonferroni diizeltmesi kullanirken de dahil edilmemistir (Tablo 4.3).

RND3 (RHOE) gen rs13418763, rs1441982 ve rs76447184 SNP'leri hem genotip hem
de allel frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.0001).
RND3 (RHOE) gen rs1528428 ve rs115015150 polimorfizmleri i¢in genotip ve allel
frekanslar1 bakimindan kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmamustir (P>0.00185). RND3 (RHOE) gen rs75581868 SNP analizinde SNP tespit
edilemedigi icin istatistiksel olarak hesaplanamamistir bundan dolayr Bonferroni

diizeltmesi kullanirken de dahil edilmemistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubunda RHO gen polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimi

Gen Genotip/ Allel Kontrol n* Pterjium n* P
SNP

RHOA TTITAIAA 165/118/28 311 210/139/30 379 0.7834
rs2177268 T/A 448/174 559/199 0.5122
RHOA AA/AGIGG 139/128/35 302 165/160/53 378 0.6129
rs3811699 AIG 406/198 490/266 0.3835
RHOA CCICTITT 167/116/27 310 210/138/30 378 0.8828
rs3448 CIT 450/170 558/198 0.6518
RHOA GG/IGA/AA 116/144/65 325 150/162/71 383 0.6300
rs17595772 G/IA 376/274 462/304 0.3751
RHOA AA/AGIGG 55/205/51 311 34/284/61 379 0.0024
rs6784820 AIG 315/307 352/406 0.1333
RHOA TT/TCICC 121/154/36 311 153/185/38 376 0.7864
rs2878298 TIC 396/226 491/261 0.5681
RHOA GG/GA/AA 161/119/24 304 209/139/31 379 0.8034
rs974495 G/IA 441/167 557/201 0.7399
RHOB AA/AG/GG 115/123/72 310 199/142/25 366 <0.0001
rs2602160 AIG 353/267 540/192 <0.0001
RHOB GG/GT/TT 311/0/13 324 379/0/0 379 <0.0001
rs62121967 GIT 622/26 758/0 <0.0001
RHOB CCICTITT 96/205/0 301 377/0/0 377 <0.0001
rs62121968 CIT 397/205 754/0 <0.0001
RHOB CCICAIAA 307/12/0 319 377/0/0 377 <0.0001
rs11541350 C/A 626/12 754/0 <0.0001
(\VVal38Phe)

RHOB AA/AGIGG 305/0/0 305 330/0/0 330 (SNP yok)
rs35881336 AIG 610/0 660/0

RHOC GG/GC/CC 95/146/62 303 101/203/74 378 0.3135
rs2999156 GIC 336/270 405/351 0.5252
RHOC GG/IGA/AA 128/183/0 311 189/95/0 284 <0.0001
rs2230329 G/IA 439/183 473/95 <0.0001
RHOC GG/IGA/AA 135/128/49 312 238/130/10 378 <0.0001
rs2306937 G/IA 398/226 606/150 <0.0001
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Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubunda RHO gen polimorfizmlerinin genotip ve allel dagilimi (devamu)

Gen Genotip/ Allel Kontrol n* Pterjium n* P
SNP

RHOC GG/GT/TT 125/185/12 322 0/188/0 188 <0.0001
rs1804292 GIT 435/209 188/188 <0.0001
RHOC TT/TC/CC 165/109/39 313 255/105/19 379 <0.0001
rs11102522 TIC 439/187 615/143 <0.0001
RHOC GGI/GA/AA 318/11/0 329 379/0/0 379 0.0002
rs11538960 G/A 647/11 758/0 0.0002
RHOD GG/GC/CC 96/158/45 299 127/191/59 377 0.8527
rs3923203 GIC 350/248 445/382 0.0861
RHOD AA/AGIGG 185/110/4 299 378/0/0 378 <0.0001
rs11227675 AIG 480/118 756/0 <0.0001
RHOD GG/G-/-- 270/0/0 270 370/2/0 372 0.5119
rs34602279 Gl- 540/0 742/2 0.5122
(385delG)

RHOD CCICT/TT 215/92/1 308 371/6/0 377 <0.0001
rs61891303 CIT 522/94 748/6 <0.0001
RHOD TT/TCICC 287/0/0 287 377/0/0 377 (SNP yok)
rs75872861 TIC 574/0 754/0

RHOD TT/TC/CC 43/233/34 310 108/237/32 377 <0.0001
rs7112925 TIC 319/301 453/301 0.0016
RND3 (RHOE) AA/AC/CC 153/130/29 312 182/153/44 379 0.6143
rs1528428 AIC 436/188 517/241 0.5434
RND3 (RHOE) CCICTITT 303/0/0 303 286/90/1 377 <0.0001
rs13418763 CIT 606/0 662/92 <0.0001
RND3 (RHOE) GGI/GT/TT 272/0/0 272 378/0/0 378 (SNP yok)
rs75581868 GIT 544/0 756/0

RND3 (RHOE) CCICT/TT 134/132/37 303 242/118/18 378 <0.0001
rs1441982 CIT 400/206 602/154 <0.0001
RND3 (RHOE) CCICT/TT 208/96/9 313 266/107/7 380 0.4773
rs115015150 CIT 512/114 639/121 0.2898
RND3 (RHOE) GG/GA/AA 318/13/0 331 383/0/0 383 <0.0001
rs76447184 G/A 649/13 766/0 <0.0001

BioMark HD dinamik array sisteminde kayip verilerden dolay: n sayisi farklilik gostermis olup bazi
SNP’lerde kontrol grubunda toplam saglikli goniillii olan 331 sayisina, hasta grubunda da 383 sayisina

ulagilamamustir. SNP, single-nucleotide polymorphism.
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Baz1 polimorfizmlerde allel ve genotip dagilimlar: primer ya da cihazdan kaynaklanan
nedenlerden dolayr tiim hasta ve kontrollerde tespit edilemedi. Her polimorfizm ig¢in

sonug alinan hasta ve kontrollerin n sayilar1 tablolarda belirtilmistir.

4.2. Gen ve Protein Ekspresyonu Calismalari

Tablo 4.4. Gen ve protein ekspresyonu c¢alismalarinda kullanilan primer pterjium
hastalariin demografik ve klinik 6zellikleri

Primer pterjium

(n=68)
Yas (y1l) 51.3+£9.2
Cinsiyet
Erkek (n, %) 32 (47.1)
Kadn (n, %) 36 (52.9)
GoOrme
Sag 0.7+0.2
Sol 0.6+0.2
Okiiler tansiyon
Sag 17.1£2.8
Sol 16.3£3.1
Refraksiyon
Sag
Sferik 0.5+£2.1
Silindirik -0.4+2.1
Sol
Sferik 1.6+£2.1
Silindirik -1.4£2.2
Keratometri
Sag
KAV 42.7£2.1
K1 43.94+2.0
K2 43.6£1.9
Sol
KAV 42.1+£2.9
K1 41.7+2.8
K2 43.1+2.6
On segment
Sag 0.9+0.3
Sol 0.8+0.3
Fundus
Sag 0.1+0.3
Sol 0.1+0.4
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4.2.1.RHO gen ekspresyonu sonuclari

Gen ekspresyonu deneylerinde primer pterjium dokularindan elde edilen sonuglar Sekil
RHOC, RHOD ve RHOE doku gen

4.1’de sunulmustur.

Primer pterjiumda

ekspresyonlar1 anlamli olarak artarken RHOA ve RHOB de degisiklik saptanmadi (Sekil

4.1).

0,5 1

Doku mRNA ekspresyonu (2-44%)
[y

il

OKontrol W Primer pterjium

*

RHOA

RHOB

RHOC

RHOD

RHOE (RND3)

Sekil 4.1. Doku gen ekspresyonu sonuglari

Kontrol grubu olarak pterjium operasyonu sirasinda alinan saglikli konjonktival greft

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

dokular1 alinmis ve mRNA diizeyleri calisilmistir. Sonuclar ortalama + SEM olarak
verilmistir. P degerleri sirasiyla P=0.0047 (RHOC), P=0.0003 (RHOD) ve P=0.0164

(RHOE) olarak bulunmustur.

Kandan izole edilen 16kositlerde yapilan gen ekspresyonu calismasinin sonuglar1 Sekil

4.2’de sunulmustur. Lokositlerdeki analizde ise primer pterjiumda RHOB ve RHOC gen

ekspresyonunda anlamli azalig saptanmastir.
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Sekil 4.2. Kandan izole edilen 16kositlerdeki gen ekspresyonlart sonuglari

Kontrol grubu (rutin goz muayenesinden geg¢mis saglikli bireyler, n=30) ve primer
(n=30) pterjiumu olan hastalarin periferik kanlarindan izole edilen l6kositlerde mRNA
diizeyleri ¢alisilmistir. Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Sekildeki P
degerleri sirasiyla P=0.0113 (RHOB) ve P=0.0236 (RHOC) olarak saptanmustir.

4.2.2.Western blot yontemiyle yapilan Rho protein ekspresyonu sonuclari

Western blot yontemiyle dokudan elde edilen protein ekspresyonu sonuglari Sekil 4.3

ve 4.4’te sunulmustur. Dokularindaki protein ekspresyonlarinin Western blot analizleri

sonuclar1 incelendiginde sadece primer pterjiumda RhoD protein ekspresyonunda bir

azalma oldugu belirlendi.

RhoA

RhoC

RhoD

Kontrol
(Otogreft)

RhoB

L YRS TR

p-aktin

Primer
pterjium

p-aktin

—_—
e
—

—
Rt

Sekil 4.3. Doku Western blot analizlerinden 6rnek bantlar

Kontrol (saglikli konjonktival greft dokusu) ve primer pterjium dokularindaki RhoA,
RhoB, RhoC, RhoD, RhoE ve [-aktin protein ekspresyonlarmin Western blot

analizlerinden 6rnek bantlar.
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Sekil 4.4. Doku Western blot analizleri sonuglari
Kontrol (saglikli konjonktival greft dokusu, n=30) ve primer pterjium (n=30) hasta
dokularindaki RhoA, RhoB, RhoC, RhoD ve RhoE protein ekspresyonlarinin Western

blot analizleri sonuglari. Sonuclar ortalama + SEM olarak verilmistir. ~P=0.0046

(RhoD) olarak saptanmustir.

Pterjiumlu hastalarin kanindan izole edilen l6kositlerde Western blot yontemiyle elde

edilen protein ekspresyonu sonuclar1 Sekil 4.5 ve 4.6’da sunulmustur. Lokositlerdeki

Western blot sonuglari incelendiginde; primer pterjiumda RhoA ve RhoB protein

ekspresyonlarinda anlamli artis oldugu gozlendi.

RhoA RhoB RhoC RhoD RhoE
KONEIOI | | M» mm— W
Baktin | S N —  —
Primer
pterjium - - — | —

Sekil 4.5. Lokosit Western blot analizlerinden 6rnek bantlar

Kontrol ve primer pterjium hastalariin kanindan izole edilen 16kositlerdeki RhoA,

RhoB, RhoC, RhoD, RhoE ve p-aktin protein ekspresyonlarmin Western blot

analizlerinden ornek bantlar

59




OKontrol OPrimer pterjium

I

1,2 1

1,0 A

*
—
—
—

0,8 -
.|.

0,6 - I T

Protein/B-aktin

0,2 -

0,0 T T T T 1
RhoA RhoB RhoC RhoD RhoE

Sekil 4.6. Kandan izole edilen 16kositlerdeki Western blot sonuglari

Kontrol grubu (rutin géz muayenesinden ge¢mis saglikli bireyler, n=39) ve primer
pterjium (n=42) hastalarinin periferik kanlarindan izole edilen I6kositlerde protein
ekspresyonlari ¢alisilmistir. Sonuglar ortalama £ SEM olarak verilmistir. Sekildeki P
degerleri sirastyla “'P=0.0180 (RhoA), "P=0.0033 (RhoB), P=0.3047 (RhoC), P=0.0701
(RhoD) ve P=0.0808 (RhoE) olarak saptanmustir.

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 sunulmustur.
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Tablo 4.5. Primer pterjium I6kosit protein ekspresyonu analizi ile primer pterjium
16kosit gen ekspresyonu analizinin korelasyon analizi

Protein Gen ekspresyonu
ekspresyonu
RHOA RHOB RHOC RHOD RND3
RHOA r*=0.00030 | r"=0.03855 |r°=7.86x10" |r°=0.09526 | r*=0.07429
P=0.9275 | P=0.2984 | P=0.9629 P=0.0970 P=0.1451
RHOB r’=0.00167 | r’=0.00044 |r°=0.002005 |r°=7.40x10> |r°=9.99x10”
P=0.8302 | P=0.9115 | P=0.8142 P=0.9640 P=0.9582
RHOC r’=0.0107 | r’=0.05128 | r°=0.008767 |r°=0.008836 | r°=0.01333
P=0.5864 | P=0.2289 | P=0.6226 P=0.6213 P=0.5435
RHOD r’=0.02308 |r’=0.1167 |r°=0.1613 r=0.009765 | r=0.003817
P=0.4997 | P=0.1197 | P=0.0639 P=0.6617 P=0.7847
RND3 r’=0.00516 |r°=0.00289 |r°=0.02714 |r°=0.01262 | r*=0.00003
P=0.7060 | P=0.7779 | P=0.3843 P=0.5545 P=0.9752

Primer pterjium 16kosit protein ekspresyonlari ile primer pterjium lokosit gen

ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi.
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Tablo 4.6. Primer pterjium doku protein ekspresyonu analizi ile primer pterjium doku
gen ekspresyonu analizinin korelasyon analizi

Protein Gen ekspresyonu

ekspresyonu
RHOA RHOB RHOC RHOD RND3

RHOA r’=0.0366 | r°=0.04408 |r°=0.003851 |r°=8.37x10™ | r°=0.09418
P=0.3114 | P=0.2655 | P=0.7446 P=0.9617 P=0.0990

RHOB r=0.5099 r’=0.0016 | r°=0.002473 | r°=0.09873 | r°=0.01453
r’=0.2600 | P=0.8535 | P=0.8175 P=0.1348 P=0.5747
P=0.0109

RHOC r’=0.00428 | r=-0.4407 |r°=0.003669 |r°=0.03795 | r°=0.00761
P=0.7725 | r’=0.1943 | P=0.7889 P=0.3850 P=0.6995

P=0.0401

RHOD r’=0.04412 | r’=0.01773 |r°=0.04351 |r°=0.00786 | r°=0.1274
P=0.3245 | P=0.5351 | P=0.3280 P=0.6804 P=0.0869

RND3 r’=0.00369 | r°=0.00163 | r°=0.003697 |r°=0.00569 | r*=0.00035
P=0.7586 | P=0.8383 | P=0.7586 P=0.7027 P=0.9247

Primer pterjium hastalarinda pterjium dokusu RHOA gen ekspresyonu ile RhoB protein

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

ekspresyonu ile RhoC protein ekspresyonu arasinda negatif korelasyon saptandi

(P=0.0401).
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Tablo 4.7. Primer pterjium doku protein ekspresyonu analizi ile primer pterjium 1okosit
protein ekspresyonu analizinin korelasyon analizi

L6ko§it Doku protein ekspresyonu
protein
ekspresyonu | RHOA RHOB RHOC RHOD RND3
RHOA r’=0.06686 | r=0.6154 r=0.4599 r’=0.00855 | r’=0.07181
P=0.1677 | r’=0.3787 |r’=0.2115 | P=0.6674 P=0.1680
P=0.0014 | P=0.0313
RHOB ’=0.02173 |r=0.4417 | r°=0.0133 |r°=0.03704 | r°=0.04895
P=0.4369 | r’=0.1951 |P=0.6093 | P=0.3676 P=0.2578
P=0.0307
RHOC r’=0.00984 | r*=0.02963 | r=-0.4944 |r=-0.4703 r’=0.1224
P=0.6020 | P=0.4213 | r’=0.2444 |r?=0.2212 P=0.0680
P=0.0193 | P=0.0204
RHOD r’=0.02303 |r°=0.1288 |r°=0.0059 | r°=0.001062 | r=-0.5383
P=0.5002 | P=0.1010 |P=0.7346 | P=0.8855 r’=0.2897
P=0.0098
RND3 r’=0.00311 |r°=0.02387 |r°=0.0122 | r’=1.51x10° |r°=0.04357
P=0.7697 | P=0.4711 |P=0.6242 | P=0.9955 P=0.2865

Primer pterjium doku RhoC ve RhoD protein ekspresyonlar: ile 16kosit RhoC protein

ekspresyonu arasinda, doku RhoE protein ekspresyonu ile 16kosit RhoD protein

ekspresyonu arasinda negatif korelasyon saptandi (sirasiyla P=0.0193, P=0.0204 ve

P=0.0098). Primer pterjium dokusu RhoB protein ekspresyonu ile 16kosit RhoA ve

RhoB protein ekspresyonlari arasinda, doku RhoC protein ekspresyonu ile 16kosit RhoA

protein ekspresyonu arasinda ise pozitif korelasyon vardi (sirasiyla 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 16kosit
gen ekspresyonu analizinin korelasyon analizi

Lokosit gen

Doku gen ekspresyonu

ekspresyonu

RHOA RHOB RHOC RHOD RND3

RHOA | r°=0.03282 | r*=0.02357 | r*=0.02513 | r*=0.01383 | r*=0.002571
P=0.3380 |P=0.4180 |P=0.4028 |P=0.5360 | P=0.7902

RHOB | r"=0.07061 | r’=0.0592 | r°=0.08537 |r°=0.05287 | r"=0.000391
P=0.1558 | P=0.1951 |P=0.1172 |P=0.2216 |P=0.9174

RHOC |r°=0.1020 |r°=0.08567 | r’=0.0514 | r*=0.004347 | r=0.4270
P=0.0854 | P=0.1165 |P=0.2283 |P=0.7292 | r’=0.1824
P=0.0186

RHOD | r"=0.02941 | r*=0.02757 | r"=0.03416 | r°=0.02513 | r*=0.000709
P=0.3648 |P=0.3805 |P=0.3282 |P=0.4028 | P=0.8889

RND3 | r=0.02199 | r*=0.02083 | r*=0.009293 | r*=0.008885 | r*=0.00006
P=0.4341 |P=0.4467 |P=0.6123 |P=0.6203 | P=0.9665

Primer pterjium doku RHOE (RND3) gen ekspresyonlar ile 16kosit RHOC gen

ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon saptandi (P=0.0186).

64



4.2.4.RAC gen ekspresyonu sonuglari

Sekil 4.7°de 30 hastanin dokusundan elde edilen gen ekspresyonu analizi sonuglari

gosterilmektedir. Sekilde belirtildigi gibi RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonu pterjium

dokusunda belirgin olarak artis gdstermistir.

0,07 -
0,06 o
0,05 -+
0,04 -
0,03 o

0,02 -

*

0,01 o |
0

Gen ekspresyonu (2-24%t)

OKontrol @Pterjium

& &k

RAC2

RAC3

Sekil 4.7. RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonu analizi.

Kontrol olarak kullanilan konjonktival greft dokusu ve primer pterjium dokusunda

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

+ SEM olarak sunulmustur.

4.2.5.Rac proteinlerinin Western blot analizi sonuclar

Kontrol ve primer pterjium dokularindaki Rac2 ve Rac3 ile p-aktin protein

ekspresyonlarinin Western blot analizlerinden 6rnek bantlar Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Rac2 ve Rac3 protein ekspresyonlar1 pterjium dokusunda anlamli olarak degismedigi

saptanmistir (P>0.05, Sekil 4.9).
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Rac2 Rac3
Kontrol pa— -
(Otogreft)
B-aKlin | o | —
Pterjium -
B-akiin | — | —

Sekil 4.8. Rac proteinlerin Western blot analizlerinden 6rnek bantlar.

Kontrol (saglikli konjonktival greft dokusu) ve hasta (primer pterjium) dokularindaki

Rac2 ve Rac3 ile B-aktin protein ekspresyonlarinin Western blot analizlerinden 6rnek

bantlar.

Protein/B-aktin

0,0

0,9 -
0,8 1
0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2 1
0,1 1

Rac2

OKontrol @Pterjium

Rac3

Sekil 4.9. Rac proteinlerinin Western blot analizi

Kontrol olarak kullanilan konjonktival greft dokusu ve primer pterjium dokusunda Rac2

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

SEM olarak sunulmustur.

66



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 Gen ekspresyonu
ekspresyonu
RAC2 RAC3
Rac2 r’=0.000071 | r*=0.03916
P=0.9668 P=0.3225
Rac3 r’=0.001713 | r’=0.01092

P=0.8344 P=0.5966

Primer pterjium doku Rac2 ve Rac3 protein ekspresyonu analizinin korelasyon

analizinde anlamlilik saptanmamustir (r*=0.01203, P=0.5306).

Primer pterjium doku RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonunun korelasyon analizinde pozitif

korelasyon saptanmustir (r=0.6414, r>=0.4114, P=0.0002).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alisma ile ilk kez pterjium doku 6rneklerinde ve izole edilen 16kositlerinde RHOA,
RHOB, RHOC, RHOD ve RND3 (RHOE) gen ve protein ekspresyon diizeyleri
arastirtlmis ve sonuglar arasinda korelasyon analizi yapilmistir. Gen ekspresyon
sonuclar1 genellikle protein ekspresyon sonuglarini destekler nitelikte bulunmamistir.

Bu sonuglarin dogrulanmasi i¢in daha bagka ¢alismalara gereksinim bulunmaktadir.

ROCK; aktin hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre adhezif etkilesimleri ve kontraktiliteyi
ve ESM komponent sentezini regiile eder (264). Rho/ROCK sinyalinin; hiicre
proliferasyonu, epitelyal farklilasma, hiicre migrasyonunun modiilasyonu ve hiicre
adezyonu dahil olmak {izere tiim kornea tabakalarinda birgok fonksiyonu diizenledigi
gosterilmistir (265). Limbal-korneal epitel transisyonu, ROCK1 ekspresyonunun artisi
ile iliskilendirilmistir (204). In vitro ve in vivo ¢alismalarda ROCK sinyallerinin kornea
yara iyilesmesi mekanizmalarinda rol oynadig1 ve aktivasyonunun arttig1 gosterilmistir

(204, 205).

VEGF, anjiyogeneze katkida bulunan bir biiylime faktoriidir. VEGF’nin pterjium
dokusunda asir1 eksprese edildigi, pterjium anjiyogenezinde ve fibrovaskiiler
progresyonunda rolii oldugu bildirilmistir (39, 40, 41, 43, 139). VEGF ile indiiklenen
permeabilite artis1, hiicre migrasyonu ve anjiyogenezin Rho proteinleri ile iligkili oldugu
bilinmektedir. RhoA, VEGF tarafindan hizli bir sekilde aktive edilip endotelyal
sitoplazma zarina alinmaktadir (44, 45). Ayrica ROS’un direkt olarak Rho/Rho-kinaz
sinyal yolagi tizerinden etki ettigi gosterilmistir (29). Rho/ROCK yolagmin hiicre
proliferasyonu, migrasyonu, anjiyogenez ve oksidatif stres mekanizmalarindaki
etkilerine dayanarak yapilan bu arastirma; RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RHOE gen
polimorfizmleri, RAC2 ve RAC3 dahil olmak {izere gen ve protein ekspresyonlari ile

pterjium gelisimi arasindaki iliskiyi inceleyen ilk ¢aligmadir.

Arastirmacilar son zamanlarda pterjium ile iliskili genleri tanimlamak icin SNP
analizleri yapmaktadir. Pterjilum olusumu veya niiksii ile iligkili olabilecek genlerin
tespiti i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. SNP'ler, pterjium riski i¢in
yararli markerlar olabilir ve pterjiuma yatkin olan hastalar1 énceden tanima imkani

saglayabilir. Literatiirde pterjium ile yapilan polimorfizm ¢alismalari mevcuttur.
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Pterjium patogenizinden en ¢ok sorumlu tutulan UV radyasyonu, 1s18a duyarli endojen
bilesikleri aktive ederek ROS iiretimine ve oksidatif strese neden olur. UV kaynakli
oksidatif stres; ECM’nin bozulmasina, kollajen ve elastinin sentezinde hasara neden
olmaktadir. Hiicrelerin antioksidan mekanizmalarindan olan Glutatyon S-Transferaz
enziminin GSTT1 null polimorfizmi ile pterjium prevalansi arasinda anlamli bir iligki
bulunmamistir (266). GSTM1 null genotipinin ise pterjiumun erken baslangiciyla
iliskili oldugu gosterilmistir (31, 267).

DNA tamir genleri polimorfizmlerinin pterjium olusumuyla iliskili oldugu
gosterilmistir. DNA tamir proteinlerinden XRCC-1 (rs25487)’in, hOGG1 enziminin
(rs1052133) ve DNA cift zincir kiriklari onarim sisteminde 6nemli bir rolii olan Ku70
proteinin  (rs5751129) gen polimorfizmlerinin pterjium ile korelasyonu oldugu
saptanmistir (32, 65, 268). DNA onarim yollar1 ve foto-oksidatif reaksiyonlart icin
belirlenen genetik polimorfizmler, pterjium gelisimi riski yiiksek olan bireyleri

tanimlamay1 vaat etmektedir.

Bir endotel hiicresine 06zgli mitojen VEGF’nin pterjiumun epitelyal, stromal ve
endotelyal hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildigi ve pterjiumun fibrovaskiiler
proliferasyonunda rolii oldugu ileri siirilmistir (40, 43, 139). VEGF genetik
polimorfizminin  pterjlumun olusumuna ve anjiyogenez yetenegine katkida
bulunabilecegi rapor edilmistir. Antianjiyogenez ilacina verilen terapdtik cevabin VEGF
allel varyantina bagl olabilecegi tespit edilmistir. VEGF geninin genetik polimorfizmi
ve protein ekspresyonu, pterjiumun anti-VEGF ajanlar1 ile selektif tedavisinde
potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir (41). Ayrica VEGF nin pterjiumun ana kismi
olan fibrovaskiiler komponenti ile iliskisinden dolayr VEGF polimorfizmi ile pterjium
arasindaki iliskisi incelenmis olup kadin hastalarda VEGF polimorfizminin (rs833061)

pterjium olusumuyla korele oldugu saptanmistir (36).

Pterjiumda ACE'min niikleer immiinolokalizasyonu histolojik olarak gosterilmistir.
Bunu takiben yapilan bir calismada; pterjium gelisim riskinde ACE polimorfizmi
(rs1799752) iliskili bulunmustur (35, 269). CYP1ALl polimorfizminin (C/T, T/T) de
pterjium ile korelasyon gosterdigi, pterjium igin risk olusturdugu rapor edilmistir.
CYP1A1 polimorfizminin pterjium hassasiyetinde bir marker olabilecegi One
striilmiistiir (33, 34).
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Pterjiumun patogenezinden sorumlu olan UV, okiiler yiizey epitelinden proinflamatuar
sitokinlerin sekresyonuna neden olmaktadir. Bu inflamatuar sitokinlerden TNF-a,
pterjium fibroblastlarin1 aktive etmektedir. TNF-o’nin  promoter bdolgesindeki

polimorfizm ile pterjium arasinda ise korelasyon bulunamamuistir (270).

Rodrigues ve ark. (95) tarafindan p53 proteindeki anormal ekspresyonunun, kodon 72
polimorfizminin (Arg/Pro) pterjium patogenizinde rolii oldugu One siiriilmiistiir. Daha
once yapilan ¢alismalarda ise p53 kodon 72 polimorfizmi ile pterjium arasinda anlamli

bir iliski saptanmamustir (271, 272).

Pterjium fibroblastlarinda MMP-9 ekspresyon seviyelerinin normal fibroblastlara gore
daha yiiksek olmasi pterjiumun ilerlemesi ile ilgili bulunmustur (273). Tayvan’da
yapilan bir calismada ise MMP-8’e ait genetik polimorfizm ile pterjium arasinda

anlamli bir iliski saptanmamustir (274).

Literatiirde kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, iskemik felg,
metabolik sendrom, respiratuar distres sendromu (RDS), bobrek hastaliklari, diyabet,
yiiksek irtifa akciger 6demi ve psikiyatrik rahatsizliklarla ROCK1 ya da ROCK2 enzim
polimorfizmleri arasinda iliski bulunmustur (275-283). Sistemik sklerosis, glokom,
prostat kanseri ve atriyal fibrilasyon gibi ¢esitli rahatsizliklarda Rho proteinleri gen
polimorfizmleri ve ekspresyonu caligmalari literatiirde mevcuttur (284-287). Pterjium
ile Rho proteinlerinin polimorfizmi ve ekspresyonu arasindaki iligki ilk kez bu

calismayla ele alinmstir.

Bu ¢aligmada ise RHOA genine ait 7, RHOB genine ait 5, RHOC genine ait 6, RHOD
genine ait 6, RND3 (RHOE) genine ait 6 polimorfizm bolgesi olmak {izere toplam 30
SNP’in pterjium ile iliskisi arastirildi. Bu genlere ait polimorfizmlerin genotip ve allel
analizleri yapildi. RHOB geni rs35881336, RHOD geni rs75872861 ve RHOE geni
rs75581868 polimorfizmlerinde sonu¢ alinamadigi i¢in analizler 27 SNP {izerinden

yapildi.

RHOA gen SNP’lerinde genotip ve allel frekanslari bakimindan kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir. 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 frekanslar1 bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (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
frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. RHOD geni rs7112925
SNP’i de genotip frekanst (P<0.0001) ve allel frekans1 (P=0.0016) istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. RND3 (RHOE) geni rs13418763, rs1441982 ve rs76447184
SNP’leri hem genotip hem de allel frekanslar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

Alinan sonuglara gore pterjium ile RHOB gen rs2602160 polimorfizminde AA genotipi;
rs62121967  polimorfizminde GG  genotipi; rs62121968 ve  rs11541350
polimorfizmlerinde CC genotipi arasinda anlamli bir iliski saptanmistir. RHOC gen
rs2230329, rs2306937 ve rs11538960 polimorfizmlerinde GG genotipi; rs11102522
polimorfizminde TT genotipi ile ilgili anlamli bir iligki saptanmistir. RHOC gen
rs1804292 polimorfizminde ise GG genotipi tasimama pterjium ile iligkili bulunmustur.
RHOD gen rs11227675 polimorfizminde AA genotipi; rs61891303 polimorfizminde
CC genotipi; rs7112925 polimorfizminde TT genotipi ile ilgili anlamli bir iliski
saptanmistir. RND3 (RHOE) geni rs13418763 polimorfizminde CT genotipi ve T alleli;
rs1441982 polimorfizminde CC genotipi; rs76447184 polimorfizminde GG genotipi ile
pterjium arasinda anlamli iligki bulunmustur. Risk genotipinin belirlenmesi pterjium
patogenezini tam olarak agiklayamamakla beraber, genetik tarama testleriyle riskli
genotipe sahip bireyler belirlenebilirse bu bireylere pterjium gelisimi igin risk tayini
yapilabilir. Bunun sonucunda hastalar daha sik takip edilerek pterjiumun kornea
invazyonu ve hastalarin gérme kalitesinin bozulmasi geciktirilebilir. Dolayisiyla
belirtilen Rho proteinleri SNP’lerinin pterjium ic¢in prognostik deger tasidig

diistinilmektedir.

VEGF genellikle yara iyilesmesi sirasinda yiiksek oranda eksprese edilmektedir (288).
Kornea, limbus ve konjonktivada tekrarlanan UV hasarinin, limbal hiicrelerin azalmis
aktivitesine ve yara iyilesmesi i¢in artmis VEGF ekspresyonuna neden oldugu
belirtilmistir (43). Artan VEGF’nin neovaskiilarizasyona neden oldugu ve limbal
hiicrelerin  azalmig aktivitesinin  korneanin fibrovaskiiler doku invazyonunu
engelleyemedigi bu faktorlerin pterjiumun patogenezinde sinerjistik olarak etki ettigi

One siiriilmiistiir (288, 289). Bryan ve ark. (290) Rho/Rho-kinaz sinyal yolaginin VEGF
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ile indiiklenen migrasyonun yaninda VEGF aracilikli hiicre permeabilitesini ve yagam
stiresini de diizenledigini gostermislerdir. Rac'in da fibroblastlarda RhoA'nin aktivitesini

diizenledigi, hiicre morfolojisi ve migrasyonunun kontroliinii sagladigr gosterilmistir

(291).

Postmortem gozlerde yapilan arastirmada RhoA protein ekspresyonunun glokomlu
hastalarin optik sinir ucunda anlamli olarak arttig1 ve glokom kaynakli optik sinir hasari
patofizyolojisinde RhoA’nin katkisi olabilecegi rapor edilmistir (25). Optik sinir
hasarindan sonra retinal gangliyon hiicrelerde Rho aktivitesinin arttigi da bilinmektedir
(292). Siganlarda optik sinir aksotomi sonrasi RhoA antagonisti C3’iin uygulanmasi ile
aksonal rejenerasyonun saglandigi ve retinal gangliyon hiicrelerinin daha uzun yasadigi
rapor edilmistir (293, 294). TNF-o’nin RhoA’y1 aktive ettigi ve ROCK bagimli miyozin
fosforilasyonunu indiikledigi de bilinmektedir (295).

Gozlerdeki anjiyogenez, yasa bagli makiiler dejenerasyon ve diyabetik retinopati gibi
birgok okiiler hastalikta gérme kaybina katkida bulunur (296). K-115 olarak da bilinen
ROCK inhibitérii ripasudil, VEGF'nin neden oldugu ROCK aktivasyonunun azalmasi
ile retinal mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu énemli
Olgiide baskilamaktadir. Ripasudil, oksijenle indiiklenen retinopatiye sahip farelerde
retinal hipoksi alaminit etkili bir sekilde azaltmaktadir. Ek olarak wvaskiilariteyi
normallestirip  vaskiiler perfiizyonunu arttirmaktadir (297). ROCK  inhibitori
AMAO0526’nin in Vvivo anjiyogenez modelinde korneal neovaskiilarizasyonu ve azalmig
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (298). EkK
olarak AMA0428 ROCK inhibitériiniin lazer kaynakli koroidal neovaskiilarizasyonunun

fare modelinde damar biiyiimesini ve sizintiy1 azalttig1 rapor edilmistir (299).

VEGF'ye yanit olarak endotel hiicrelerinde RhoB ekspresyonu artmaktadir. RhoB,
VEGF'nin neden oldugu endotelyal hiicre morfogenezinde kismen RhoA/ROCK
yolaginin aktivitesini negatif sekilde regiile ederek rol oynadigi 6ne stiriilmiistiir (300).
Insan endotel hiicresinde RhoB tiikenmesinin, endotelyal hiicre migrasyonu ve kapiller
morfogenez gibi anjiyogenez i¢in 6nemli olan islemler ilizerinde zararli etkilere yol
actig1 gosterilmistir. Bunun RhoB yoklugunda VEGF stimiilasyonunun ardindan uygun
olmayan sekilde artmis aktif RhoA seviyelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

RhoC aktivitesinin olmamasi da buna katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
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sonuglar dogrultusunda RhoB'nin pro-anjiyojenik biiylime faktorii VEGF'ye karsilik
olarak RhoA'nin negatif regiilasyonu ve RhoC aktivitesinin pozitif regiilasyonu yoluyla

endotel hiicre kilcal morfogenezi iizerinde kontrol uyguladigini diisiindiirmiistiir (300).

Primer pterjiumda RHOC, RHOD ve RHOE doku gen ekspresyonlari anlamli olarak
artarken RHOA ve RHOB’de degisiklik saptanmamistir. Rho GTPaz’larin ekspresyonu
da UV ve ROS ile indiiklenmektedir (26, 27). UV radyasyon, RhoE mRNA ve protein
diizeylerini arttirmaktadir (28). Bu sonu¢ bizim buldugumuz RHOE doku gen
ekspresyonu artis1 ile uyumludur. UV isinlart klinikte tedavi amagh olarak da
kullanilmaktadir. Ozellikle psoriasis (sedef) ve vitiligo gibi deri hastaliklarinda UVA ve
UVB sinlarindan faydalanilmaktadir. Tedavi ile birlikte hastalarda pterjium gibi
yiizeyel g6z rahatsizliklarinin gelismesi miimkiindiir (301). UV isinlan ile tedavide
hastalara filtreli gozlik takilarak g6z rahatsizliklarinin olast pterjium gelisiminin

engellenmesi miimkiin olabilir.

Primer pterjium hastalarinin vendz kanindan izole edilen lokositlerdeki analizde ise
RHOB ve RHOC gen ekspresyonunda anlamli azalis saptanmistir. Primer pterjium
dokularinda ise RhoD protein ekspresyonunda anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir.
Primer pterijum hastalarinin kanindan izole edilen l6kositlerdeki protein ekspresyonu
sonuglarina gore RhoA ve RhoB protein ekspresyonlarinda anlamli artis oldugu
gozlenmistir. Biitiin bu sonuclar pterjium patogenezinde Rho/ROCK yolaginin da

katkis1 oldugunu ortaya koymaktadir.

Protein ve gen ekspresyonu sonucunda elde edilen verilerin korelasyon analizleri
yapilmustir. Primer pterjium hastalarinda pterjium dokusu RHOA gen ekspresyonu ile
RhoB protein ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon, RHOB gen ekspresyonu ile
RhoC protein ekspresyonu arasinda ise negatif korelasyon saptanmigtir. Primer pterjium
doku RhoC ve RhoD protein ekspresyonlari ile 16kosit RhoC protein ekspresyonu; doku
RhoE protein ekspresyonu ile 16kosit RhoD protein ekspresyonu arasinda negatif
korelasyon saptanmistir. Primer pterjium dokusu RhoB protein ekspresyonu ile 16kosit
RhoA ve RhoB protein ekspresyonlar: arasinda, doku RhoC protein ekspresyonu ile
16kosit RhoA protein ekspresyonu arasinda ise pozitif korelasyon bulunmustur. Primer
pterjium doku RHOE (RND3) gen ekspresyonlari ile 16kosit RHOC gen ekspresyonu

arasinda pozitif korelasyon saptanmistir.
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Bu calismayla ilk defa pterjium dokusunun gen ekspresyonu analizinde RAC2 ve RAC3
gen ekspresyonlarmin arttigi bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da
Rac3 protein ekspresyonu artis1 da gosterilmistir. Rac2 ve Rac3 proteinlerinin pterjium
gelisimine katkida bulunabilecegi, pterjium dokusunun biliylimesini ve invazyonunu

modiile edebilecegi diisliniilmektedir.

Rac proteinleri; immiin regiilasyonunda, apoptoz, hiicre iskeleti regiilasyonu, ROS
iretimi ve lokosit trafigi gibi bir¢ok inflamatuar yolda anahtar bir proteindir. Bu
nedenle Rac yolunun modiilasyonu patogenetik 6neme sahip olmaktadir (302, 303). Rac
aktivasyonun fibrolastlarda ROS’u arttirdigi gosterilmistir (258). Pterjium olusumunda
fibrolastlarin rolii de gosterilmistir (253). Pterjium hastalarinda ROS artis1 ile birlikte
oksidan ve antioksidan sistem arasinda bir dengesizlik olmaktadir. Pterjiumda
antioksidan enzimlerin azaldigit da gosterilmistir (18, 19). Rac2 ve Rac3
ekspresyonundaki artis ile birlikte daha fazla {iretilen serbest radikallerin, pterjiumdaki
azalmis antioksidan enzimlerle ortamdan uzaklastirilamamasi ile birlikte pterjiumun

gelisimine katki yapmast miimkiindiir.

Pterjium tedavisinde kullanilan anti-VEGF ajan1 bevacizumab’in yapilan bir meta
analizde tedavinin anlamli bir etkisinin olmadigi gosterilmistir. Bu nedenle
anjiyogeneze katkida bulunan yeni yaklasimlara ihtiyag duyulmaktadir (304).
Demiryiirek ve ark. (142) tarafindan hem ICAM-2 hem de ICAM-3'lin pterjiumun epitel
ve kapiller endotel hiicrelerinde upregiile oldugu gosterilmistir. ICAM-2 ayrica endotel
kavsaklarinda da eksprese edilmektedir, kiigiik GTPaz Rac aktivasyonu ve hiicre
migrasyonu yoluyla anjiyogeneze aracilik etmektedir (305). Tiim veriler ele alindiginda
bu caligmada gosterilen Rac2 ve Rac3 gen ekspresyonu artisinin anjiyogeneze katki

yapabilecegi fikrini akla getirmektedir.

Bu c¢alismada primer pterjium doku Ornekleri normal konjontival doku ile
karsilastirildiginda RAC2 ve RAC3 gen ekspresyonlarinda artis bulunmustur.
Istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da pterjium dokularinda Rac3 protein
ekspresyonunda artig saptanmistir. Bu bulgular Rac2 ve Rac3 proteinlerinin pterjium
patogenezine bir katkisi oldugunu isaret edebilir. Pterjium gelisiminde Racl proteinin
roliine iliskin bir arastirma bulunmamaktadir ve daha baska c¢alismalarla Racl

proteininin rolii de belirlenmelidir.

74



Caligmamizin limitasyonu, gen ve protein ekspresyon analizlerinin farkli hastalar
tizerinden yapilmasidir. Kontrol olarak kullanilan konjonktival otogreft dokusundan ¢ok
kii¢iik miktarda alinabildiginden gen ve protein ekspresyon analizlerini ayn1 numuneden
yapmak miimkiin olmamistir. Bu arastirmadan elde edilen sonuglara gore gen
ekspresyonunu ile elde edilen verilerin protein ekspresyonu ile desteklenmemesi, farkli
yontemlerle gen ekspresyonunun arastirilmasint  ve protein ekspresyonu igin
immunohistokimyasal yontemler gibi farkli metotlara bagvurulmasmi gerekli
kilmaktadir.

Bu aragtirma; RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RND3 (RHOE) genetik
polimorfizmlerinin ve Rho proteinlerinin (RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, Rac2 ve
Rac3) gen ve protein ekspresyonlarinin pterjium hastaliginin gelismesinde katkisinin
olup olmadigin1 ve pterjiuma yatkinlig1 ortaya koyan ilk ¢aligmadir. RHOC, RHOD ve
RHOE doku gen ekspresyonunun pterjium olanlarda yiiksek bulunmasi da bu hastalikta
Rho/Rho-kinaz yolaginin rolii olabilecegini gésteren dnemli bir veridir. Bu ¢aligmadan
elde ettigimiz bulgular pterjium etyopatogenezinde genetik faktérlerin rol oynadigini ve
Rho/Rho-kinaz yolagmin roliiniin olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu projede
aragtirilan 15 adet RHO gen polimorfizmlerinin pterjiumla iliskili oldugu ilk kez
gosterilmigtir. Bu arastirma ile pterjium patogenezinin agiklanmasina katkida bulunacak
yeni bir gen bolgesi ortaya konmustur. Calismamiz ayn1 zamanda Tiirk toplumunda
RHO gen polimorfizmlerinin pterjiuma yatkinlikta iligkili oldugunu ortaya koymaktadir.
RHOA, RHOB, RHOC, RHOD ve RND3 (RHOE) gen polimorfizmlerinin fonksiyonel
olup olmadiklar1 bilinmemektedir. Bu arastirmanin sonuclar1 pterjium hastaliginin
takibinde ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde katki saglayabilecek niteliktedir.
Genel olarak Rho proteinlerinin  farmakolojik olarak hedeflenerek pterjiumun
destekleyici tedavisine katkida bulunabilecegini diisiinmek miimkiindiir. Pterjiumun
erken donemde tespiti icin Rho proteinleri gen polimorfizmlerinin genotiplemesi
yapilarak marker olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Farkli yasam tarzlari,
cevresel kosullar ve genetik faktorler de pterjiumun gelisimine katkida bulunmaktadir.
Tiirk toplumunda yapilan bu g¢alismanin farkli etnik ve biiyiik popiilasyonlarda da

uygulanmasi ve sonuglarinin karsilagtirilmasi 6nerilmektedir.
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