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OZET

PTERJIUMDA CRABP2, FABP5 VE PPARD GENLERININ ROLU

Pterjium, anormal fibrovaskiiler proliferasyon, matriks remodelizasyonu ve
invazyonuyla karakterize edilen kanat seklinde fibrovaskiiler bir dokudur. Pterjiumun
patogenezi hala bilinmemektedir. Retinoik asit (RA), hiicre icerisinde iki farkli lipit
baglayici protein olan hiicresel retinoik asit baglayici protein 2 (CRABP2) ve yag asidi
baglayici protein 5 (FABPS) tarafindan taginmaktadir. RA sinyalleri tiimor baskilayict
yolak olan RA reseptorii (RAR) ve tiimor ilerletici yolak olan proliferator aktive edici
reseptor /6 (PPAR PB/d) aracili yolak olmak iizere iki farkli yol izler. RA sinyallerinde
goriilen bozukluklar Pterjlumun gelisimine ve/veya niiksiine katkida bulunabilir.
Calismamizin amaci primer ve niiks pterjium dokusunda CRABP2, FABP5 ve PPARD
genlerinin mRNA ve protein ekspresyonunu ve CRABP2/FABPS oranini belirlemektir.

Calismamizda cerrahi operasyon sirasinda 30 hastadan pterjlum ve saglikh
konjonktiva dokusu elde edildi. Elde edilen pterjium ve normal konjonktiva dokularinda
CRABP2, FABP5 ve PPARD’nin mRNA ve protein ekspresyonlar1 gercek zamanl
PZR ve western blot yontemleri kullanilarak degerlendirildi.

Primer pterjium ve normal konjonktiva dokular1 karsilastirildiginda CRABP2 ve
FABP5 genlerinin ekspresyonu degismemistir (1,03+0,22- fold change, p=0,895;
1,02+0,19 p=0,917, swrasiyla). Niiks pterjium ve normal konjonktiva dokulari
karsilastirildiginda ise  CRABP2 ve FABP5 genlerinin ekspresyonu azalmstir
(0,7140,39- fold change, p=0,577; 0,88+0,43 p=0,577, sirasiyla). Hem primer hem de

niiks pterjium dokusu normal konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda PPARD nin



ekspresyonu degismemistir (1,08+0,28-kat degisikligi, p=0,784; 1,10+0,71 p=0,095,
sirasiyla).
Pterjium etiyopatogenezinin anlasilmasi, erken asamalarda pterjium gelisiminin

engellenmesinde daha umut verici tedavilerin bulunmasina yardimc1 olacaktir.

Anahtar Kelimeler: CRABP2, CRABP2/FABP5 orani, FABPS5, PPAR [/,

retinoik asit sinyal yolagi



ABSTRACT

THE ROLE OF CRABP2, FABP5, AND PPARD GENES IN PTERYGIUM

Pterygium is a wing shaped fibrovascular tissue, characterized by abnormal
fibrovascular proliferation, matrix remodeling, and invasion. The pathogenesis of
pterygium remains unknown. Retinoid acid (RA) is carried by two different lipid
binding proteins cellular retinoic acid-binding protein 2 (CRABP2) and fatty acid-
binding protein 5 (FABP5) in cells. The RA signalling can be transduced by two
pathways that are mediated by RA receptors (RAR) as a tumor-suppressive pathway
and peroxisome proliferator activated receptors /6 (PPAR/S) as a tumor-promoting
pathway. The deregulated RA signaling may also contribute to the development and/or
recurrence of pterygium. The aim of our study was to determine mRNA and protein
expressions of CRABP2, FABP5, PPARD and ratio of CRABP2/FABP5 in primer and
recurrent pterygium tissues.

In our study, pterygial and healthy conjunctival tissues were obtained from 30
patients undergoing pterygium excision. CRABP2, FABP5, and PPARD mRNA and
protein expression were assessed using Real-time PCR and Western blotting through
examination of excised specimens from pterygium and normal conjunctival tissues.

The expressions of CRABP2 and FABP5 were not altered when primary
pterygium tissues compared normal conjunctival tissues (1,03+£0,22- fold change,
p=0,895; 1,02+0,19 p=0,917, respectively). Whereas the expressions of CRABP2 and
FABP5 were decreased when recurrent pterygium tissues compared normal conjunctival
tissues (0,71+£0,39- fold change, p=0,577; 0,88+0,43 p=0,577, respectively). The

expression of PPARD wasn’t altered when both primary and recurrent pterygium tissues



Vi

compared normal conjunctival tissues (1,08+0,28-fold change, p=0,784; 1,10+0,71
p=0,095, respectively).
Understanding etiopathogenesis of pterygium will aid in find of more promising

treatments to prevent pterygium in earlier stages.

Key words: CRABP2, CRABP2/FABPS5 ratio,FABP5, PPAR P/, retinoic acid

signaling pathway
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1. GIRIS VE AMAC

Eski Yunancada kanat anlamina gelen ‘pterygion’ kelimesinden kdken alan
pterjium, palpebral aralikta bulber konjonktivadan korneaya dogru go¢ eden liggen
seklinde dejeneratif hiperplastik bir doku olup, yaygin olarak goriilen fibrovaskiiler bir
okiiler yilizey hastaligidir. Diinya genelinde yaygin olarak goriilen pterjium 6zellikle
tropikal ve subtropikal bolgelerdeki popiilasyonlar1 etkilemektedir (Salman ve Mansour,
2011). Bu hastalik gozde irritasyona, kozmetik problemlere, astigmata ve gorme
bozukluklarina neden olabilmektedir (Lee ve ark., 2014). Pterjium gelisimi hala
tartigmali bir konudur ve etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Ancak, ultraviyole
isigina  (UV) maruziyetin bu hastaligin etiyolojisindeki anahtar olaylardan biri
olabilecegi diistiniilmektedir.  Pterjium dokusu, hiicresel proliferasyon, invazyon,
rezeksiyon sonrasi niiks gibi 6zellikler gdstermesinden dolay1 premalignant bir doku
olarak da tanimlanmaktadir (Girolamo ve ark., 2000). Pterjium i¢in medikal tedaviler
kisithdir ve bu tedavi yontemleri yalnizca semptomlarin giderilmesine yoneliktir.
Pterjium pupili kaplamissa, gormede bir engel veya akut semptomlar varsa mevcut
tedavi yontemleri; konjonktival otogreft, konjonktival flep kaydirmasi, agik sklera
yontemi, amniyotik membran transplantasyonudur. Cerrahi travma ve ameliyat sonrasi
inflamasyonun pterjium niiksiine sebep oldugu literatiirde sikga goriilmektedir. Pterjium
niiksiiniin engellenmesine dair bir¢ok ¢aligma yapilmis, anti-inflamatuar, anti-metabolik
ve fibrovaskiiler biiylimeyi engelleyici bazi ilaglar ise bu ama¢ i¢in kullanilmistir. Bu
ilaglar pterjium gelisimini engellemis ancak yan etkilerinden dolayr uzun dénemde

tatmin edici bulunmamustir (Zou ve Zhang, 2010). Pterjiumda, etiyopatojenik



mekanizmanin anlasilmasi 6zellikle niiks vakalarinda daha etkili tedavi yontemlerinin
gelistirilmesine katkida bulunacaktur.

Vitamin A ve onun biyolojik olarak aktif tiirevi olan retinoik asit (RA), hiicre
farklilagmasi,  proliferasyonun inhibisyonu, apoptoz ve hiicre dongiisii gibi bir¢ok
biyolojik siirecte anahtar diizenleyicilerdir (Michalik ve Wabhli, 2007). RA, hiicre
icerisinde iki farkli yol izlemekte ve bu yollara baglh olarak hiicresel ekspresyonda
birbirine zit sonuclar meydana getirmektedir. RA, hiicre icerisinde hiicreler arasi lipit
baglayict proteinler (iLBP) ile iligkili olarak taginmaktadir. Hiicresel retinoik asit
baglayici protein 2 (CRABP2) ve yag asidi baglayici protein 5 (FABPS), RA’y1 sitozol
icinden niikleus ic¢indeki niikleer reseptorlere tasimaktadir. CRABP2, RA’y1 retinoik
asit reseptorlerine (RAR), FABPS ise RA’y1, peroksizom proliferator aktive edici
reseptore (PPARP/6) tasmmaktadir. RA’nm, RAR’lara mu yoksa PPARf/6’ya mu
tasiacagl sitozoldeki CRABP2’nin FABP5’¢ oranma baghdir. RAR’lar aktive
oldugunda, apoptozu, hiicre dongiisiiniin durdurulmasini ve hiicre farklilagmasini
tetikler, boylelikle timor biliyiimesi baskilanir, PPARP/S aktiflestiginde ise
proliferasyon ve hiicrelerin hayatta kalmasi uyarilmakta ve timor gelisimi
ilerlemektedir (VVreeland ve ark., 2014).

Klinik uygulamalarda, kutanéz T hiicreli lenfoma ve akut promiyelositik
16seminin tedavisinde RA basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2018).
Ancak farkli kanser tiirlerinde retinoid sinyallerinde bazi anormallikler gézlenmistir. Bu
anormallikler retinoid reseptorlerinin seviyesindeki degisikliklerden ve retinoid
metabolizmasinda gorevli proteinlerin ekspresyonundaki degisimlerden
kaynaklanabilmektedir. Retinoid sinyalindeki bu degisimler tiimdr hiicrelerini

etkileyebilir ve kanser tedavisinde kullanilan retinoidlerin etkisini degistirebilir (Cai ve



Gudas, 2009). Girolama ve ark.’lari, kiiltiire edilmis insan pterjium epitelyal
hiicrelerinin UV-B ile uyarimi sonrasinda, interlokin (IL)-6 ve IL-8 sitokinlerinin,
interferon o (IFN-a) ve RA tarafindan inhibe edilebilecegini bulmuslardir. Ayni
zamanda, bazi arastirmacilar topikal IFN-a ve RA’y1 pterjiuma benzer 6zellikler tagiyan
primer ve niiks korneal/konjonktival neoplazilerin tedavisinde higbir yan etki
olmaksizimn basarili bir sekilde kullanmiglardir (Girolama ve ark., 2006). Ancak pterjium
tizerinde RA ve IFN-o’nin nasil bir etki gosterdigi bu calismalarla tam olarak
anlasilamamistir.

Bu calisma, primer pterjium, niiks pterjium ve normal konjonktival dokularda
retinoik asit sinyal yolaginda gorevli olan CRABP2, FABPS ve PPARB/6’nin mMRNA ve
protein ekspresyonlarmi belirlemek, pterjium gelisiminde ya da niiksiinde bu genlerin
bir rolii olup olmadigini anlayabilmek ve pterjiumun tedavisine yonelik gelecekte

yapilabilecek calismalara 151k tutabilmek amaciyla gergeklestirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. PTERJiUM

Pterjium, kornea icine transforme olmus konjonktival dokunun asiri
biiyiimesiyle olusan kanat seklinde fibrovaskiiler bir dokudur ve oftalmoheliosis olarak
bilinen giines 15181 ile iliskili goz hastaliklar1 ailesinin bir tiyesidir (Kim ve ark., 2014;
Salman ve Mansour, 2011). Yunanca kanat anlamma gelen pterygos kelimesinden
koken alan pterjiumun tanimi yiizyillar 6nce Hipoccrates, Galen ve Celcus tarafindan
yapildi (https://www.aao0.0rg). Bowman’s tabakasinin degredasyonu ve elastozisinden
dolay1 dejeneratif bir lezyon olarak diisiiniilen pterjium giiniimiizde proliferatif bir
hastalikk olarak tanimlanmaktadir. Oftalmolojistler, yavas ilerlemesinden dolay1

pterjiumu benign bir lezyon olarak da gérmektedirler (Chui ve ark., 2011).

2.1.1. Pterjiumun Anatomisi ve Klinigi

Pterjiumun anatomik béliimleri;
Govde: Limbus ve kantus arasinda uzayan skleral kisimdir.
Yaka: Lezyonun limbal kismidir.

Bas (apeks): Kornea tizerindeki apikal kisimdir.

Bashk: Apeks etrafinda, kornea epitelinde goriilen, gri, damarsiz, hilal seklindeki
kisimdir ve pterjium gelisiminin ilk isaretidir (Sekil 2.1.) (Karagéz 2009; Ca’'rdenas-

Cantu’ ve ark., 2014).



Pterjium dokusunun bas kismi korneaya sikica baglanirken gévde kismi zayif
olarak yapismaktadir ve bu durum pterjium dokusunu, psddopterjiumlardan ayirmada
onemli bir durumdur (Buratto ve ark., 2000). Pterjium dokusu, interpalpebral fissiir
bolgesinde daha yaygin goriilmektedir. Nazal ya da temporal olmakla birlikte bazen her
iki tarafta da meydana gelebilir ancak nazal bolgede daha sik rastlanmaktadir

(https://www.aa0.0rq).

Baslik (hood)
Bas (apex)
Yaka (collarette)

Govde (body)
Sekil 2.1. Pterjiumun Anatomik Boliimleri (Karag6z, 2009)

Biyomikroskop ile pterjium dokusu incelendiginde, bu doku 4 duruma gore
derecelendirilmistir:
» Derece 1: Fibrovaskiiler dokunun limbusa ulagmasi,
» Derece 2: Fibrovaskiiler dokunun yaklasik 2 mm kadar korneay:
Ortmesi,
» Derece 3: Fibrovaskiiler dokunun pupil kenarma ulagmasi,
» Derece 4: Fibrovaskiiler dokunun pupili asmasidir (Sekil 2.2.) (Wanzeler

ve ark., 2019).


https://www.aao.org/

Erken asamada, pterjium interpalpebral fissiirde, limbusa yakm bulbal
konjonktiva iizerinde yiikselen bir et kitlesi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Pterjium ve
bitisik kornea tizerinde tikanmis radyal damarlar goriilmektedir ve bu damarlar
genellikle bu dokunun hizli bir bliyime periyodunun iginde oldugunun isaretidir.
Pterjium dokusu, limbusa dogru genisledik¢e bulbar konjonktiva da bu oranda
gerilmektedir (Ginger-Eke ve ark., 2018). Korneanmn {iizerine dogru pterjiumun
biliylimesi irritasyon, yanma, kizariklik, gézyas1 ve yabanci cisim batma hissi gibi
semptomlar goriilmesine sebep olmaktadir. Pterjium gérme eksenini engelledigi igin
astigmat1 da 6nemli derecede uyarmaktadir (Chen ve ark., 2006). Astigmatizm siklikla
diizensizdir ve gormede azalmaya neden olmaktadwr. Ciddi vakalarda, simplefaron
olusumu okiiler hareketliligi sinirlandirabilir ve bu durum diplopi ile sonuglanabilir.
Uzun zamandir var olan lezyonlarda siiperfisial korneada demir depolanmasi sonucu
stocker ¢izgisi olarak bilinen bir yap1 meydana gelebilmektedir (Ginger-Eke ve ark.,
2018). Pterjium, baskin olarak insanlarda goriilmekle birlikte hayvanlarda da pterjium

benzeri lezyonlarin oldugu rapor edilmistir (Girolamo ve ark., 2006).

Grade 1 Grace ? Grade 3 Grade 4

Sekil 2.2. Pterjiumun Smiflandirilmas: (Wanzeler ve ark., 2019)



2.1.2. Epidemiyoloji

Pterjium, ekvatorun 40° giiney ve 40° kuzey enlemleri arasinda kalan bolgede
yaygin olarak goriilmektedir. Bu hastaligin prevelansi, ekvatoryal bolgede %22’den
daha fazlayken 40°’nin altindaki enlemlerde %2’den daha azdir (Chen ve ark., 2006).
Pterjiumun diinyadaki prevelans: %10,2 olarak rapor edilmistir. Afrika, Avrupa ve
Avusturalya’da yapilan bir calismada pterjium prevelansmin %0,8 ile %11,7 arasinda
degistigi gortilmiistiir. Giines 1s1¢1ina maruziyet, ileri yas, ik, sosyal durum, meslek,
egitim durumu Ve cinsiyet gibi gesitli risk faktorlerinin bu hastalik ile iligkili olabilecegi
gosterilmistir (Ginger-Eke ve ark., 2018). Pterjiumun erkekler arasindaki prevelansi
kadinlardakinden daha yiiksektir (sirasiyla, %14,5 ve %13,6) (Liu ve ark., 2013).
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada pterjiumlu hastalarm %62,5’inin erkek, %37,5’inin
kadmn, hastalarin yas ortalamalarmm ise 42,8+12,9 oldugu bulunmustur (Gokmen ve
Yesilirmak, 2019). Geng yetiskinlerde bu hastaligin daha sik goriildiigi, 15 yasm
altinda ise nadir olarak goriildiigii bildirilmistir (Wanzeler ve ark., 2019). Nijerya,
Giiney Hindistan ve Cin’in glineybatisinda igeride ¢alisan isgilere gore disarda calisan
isciler arasinda pterjium prevelansmin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Lu ve ark.,
2017). Gunliik ortalama bir veya daha fazla saat giines 151g1na maruz kalmanin, pterjium
gelisimi i¢in yiiksek derecede risk olusturdugu bulunmustur (Chen ve ark., 2006).
Kuzey Amerika’da yapilan bir ¢aligmada, siyah rkta pterjium goriilme sikliginin 2,5 ile
3 kat daha yiiksek oldugu goriilmiis, toz ve kum gibi ¢evresel faktorler pterjium gelisimi
ile giiclii bir sekilde iligkilendirilmistir. Bu maddelerin, gozdeki inflamatuar yanit1
artirarak pterjium gelisimine neden olabilecegi ileri siiriilmistiir (Ginger-Eke ve ark.,

2018).



2.1.3. Histopatoloji

Histolojik olarak pterjium, atrofik konjonktival epitelyum ve yiiksek derecede
vaskiilarize olmus hipertrofik ve elastatik dejeneratif bir doku kitlesi ile karakterize
edilmektedir. Pterjiumun subepitelyal konnektif dokusu elastodistrofinin (elastik
fiberlerdeki dejeneratif degisiklikler) yaninda elastodisplazide (elastik fiberlerin
olgunlasamamasi)  gostermektedir. Bu  bulgular elastin  metabolizmasindaki
bozulmalarin pterjium patogenezine dahil olabilecegini diistindiirtmektedir (Perez-Rico
ve ark., 2014). Pterjium dokusunda lenfosit, notrofil ve mast hiicrelerinden olusan
inflamatuar hiicre infiltrasyonu dikkat ¢cekmektedir (Girolamo ve ark., 2006). Epitelyal-
mezensimal degisimin kanit1 olarak, pterjium Orneklerinde fibrovaskiiler bir stroma
goriilmektedir. Baz1 Orneklerde ise amorf bazofilik materyallere rastlanmaktadir bu
materyaller siklikla stroma igerisindeki elastik degisimlerle iliskilendirilmektedir (Chui
ve ark., 2011). Pterjium ekzisyonundan sonraki yara iyilesmesi siklikla asir1 fibrozise
yol agarak bu hastaligin niiksiine neden olmaktadir. Primer pterjiuma gore niiks
pterjiumda fibrovaskiiler biiyiime ¢ok daha yogun olarak goriilmektedir (Nuwormegbe

ve ark., 2017).

2.1.4. Etiyoloji

2.1.4.1. Ultraviyole Isini

Insan gozii siirekli olarak UV 1smina maruz kalmaktadir ve bu tip radyasyonlar
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimine neden olarak hiicresel deoksiriboniikleik asit
(DNA) hasarina yol agmaktadir (Ca’rdenas-Cantu” ve ark., 2014; Toprak ve ark., 2019).

UV-B radyasyonu 280-315 nm arasindadir ve okiiler yiizeyi etkilemektedir. Pek ¢cogu



300 nm’nin altinda kalan biyolojik olarak aktif olan kiiciik dalga boylarindaki iginlar
kornea tarafindan ¢ogunlukla absorbe edilmektedir. (Ca’'rdenas-Cantu” ve ark., 2014).
UV 1sin1, DNA’da fotokimyasal reaksiyonlar yoluyla pirimidin dimerlerinin ve
molekiiler lezyonlarm olusumuna yol ac¢maktadir. Bu lezyonlar premutajenik
ozelliktedir ve DNA yapisinda degisikliklere neden olmaktadir (Cimpean ve ark., 2013).
Normal sartlar altinda saglikli hiicrelerde bu hasarlar gesitli savunma sistemleri ile
elimine edilmektedir (Toprak ve ark., 2019).

Epidemiyolojik kanitlar ultraviyole radyasyonuna maruz kalmanin, pterjium
gelisimi i¢in olas1 bir tetikleyici olabilecegini diisiindiirtmektedir (Girolamo ve ark.,
2006). Primer pterjiumlu hastalarda nitrik oksit seviyesinin yiikseldigi; Kkatalaz,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidant enzimlerin ise
seviyelerinin azaldigi bulunmustur (Toprak ve ark., 2019). Kim ve ark.’lar1, pterjium
dokusunda UV radyasyonuna maruziyet sonucu, aldehit dehidrojenaz 3Al
(ALDH3AL), protein distilfit izomeraz A3 (PDIA3) ve peroksiredoksin-2 (PRDX2)
enzimlerinin seviyelerinin arttigin1 bulmuslardir. Bu enzimlerin seviyesindeki artis,
hiicrelerin UV-uyarili apoptozise kars1 direng gostermesine neden olabilmektedir (Kim
ve ark., 2014). Oksidatif DNA hasarmin baslica belirteglerinden biri olan 8-OHdG’nin
seviyesinin pterjium dokusunda yiikseldigi bulunmus ayni zamanda DNA tamirinde
gorevli Ku70 ve X 1smi1 gapraz onarim tamamlayict (XRCC1) enzimlerini kodlayan
genlerde genetik polimorfizmler oldugu rapor edilmistir (Toprak ve ark., 2019).

Genomik kararliligin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynayan p53 geni, DNA
hasarma kars1 olusan yanit1 diizenlemektedir. UV 15181mna maruziyet sonrast DNA
iizerinde olusan lezyonlarin siklig1 p53°ii aktive etmekte ve bu proteinin serin rezidiisii

fosforile oldugu zaman DNA tamiri uyarilmaktadir. Bu siire¢ UV 1gmmin dozuna ve
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dalga boyunun uzunluguna baghdir.  Yapilan c¢alismalarda, pterjium epitelyal
hiicrelerinde p53 geninde anormal derecede protein iiretimine neden olan mutasyonlar
oldugu saptanmistir. Anormal p53 ekspresyonu apoptozisi yavaslatarak hiicresel
proliferasyonu artrmaktadir ve bu mutasyonlarin, pterjium gelisimini hizlandirdigi

diistiniilmektedir (Sekil 2.3.) (Cimpean ve ark., 2013).

TVR
DNA MUTASYONLART
1. Anti-apoptotik Mekanizmalar 1. immiolojik Mekanizmal
2. Viral Enfeksiyonlar 2. Sitokinler
3. Kaltimsal Fakt{rler 3. Bityiime Faktirleri
4. ECM Modiilatdrleri 4. Anjiyogenik Faktiirler

PTERJIUM J

Sekil 2.3. Pterjium Gelisiminde UV- Iliskili Mekanizma

(Wanzeler ve ark., 2019)
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2.1.4.2. Kalitim

Pterjiumun ailesel kiimelenme gosterme egiliminde oldugu bulunmustur ve
genel popiilasyona gore bazi aileler pterjium gelisimi i¢in ¢ok daha yiiksek bir yatkinlik
gostermektedir. Arastirmacilar tarafindan bu hastaligin otozomal bir kalitim modeli
gosterdigi diistiniilmektedir. Yapilan bir caligmada, ¢ift¢ilikle ugrasan bir ailede 11 tane
pterjium vakasmin oldugu bulunmustur. Hastaliktan etkilenmis bir bireyin tiim
cocuklarinin da bu hastaliktan etkilenmis oldugu ve bu etkilenen ¢ocuklarin her birinin
28 yasmdan daha kiiciik olduklar1 rapor edilmistir. Bu ailedeki etkilenmis 2 bireyin tek
yumurta ikizi olmasi da pterjium gelisiminde genetik faktorlerin etkili oldugunu
gosteren onemli bir kanit olarak diisiniilmektedir. Baska bir vaka caligmasinda ise 3
iiyesinin pterjiumdan etkilenmis oldugu bir ailede bu hastaligin baslangicinin daha
erken yaslarda oldugu ve daha agresif bir biiylime egilimi (4,6 ve 20 yas) gosterdigi
bulunmustur. Bu 3 hastada, mitomisin C ve konjonktival otogreft tedavisinden sonra

bile ciddi bir pterjium niiksii oldugu rapor edilmistir (Girolamo ve ark., 2005).

2.1.4.3. Heterozigotluk Kayb: ve Mikrosatellit Instabilite

Yapilan baz1 klinik gézlemlerde, in vitro kiiltiir modellerinde pterjiumun, pre-
malignant hastaliklardakine benzer bazi spesifik Ozellikler tasidigmni belirlenmistir.
Heterozigozite kaybi1 (LOH), haritalanan lokuslardaki tiimdr baskilayici genlerin
kaybindan dolay1 tiimorlii dokularda yaygin olarak goriilen bir olaydir. Pterjiumda,
ameliyat sonrast niiks ile iligkili olarak 9q ve 17q bolgelerinde LOH oldugu
belirlenmigtir. Belirlenen bu bdlgelerin niiks lezyonlar igin potansiyel bir prognostik

belirteg olarak kullamlabilecegi rapor edilmistir. Ust géz kapagmn altinda giinesten
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korunan bélgelerden aliman normal fenotipteki konjonktiva dokularinda ise bu LOH
bolgelerine rastlanmamustir. Bu durum, genetik degisimlerin UV 151gma maruziyetin
seviyesi ile iligkili olabilecegini diisiindiirtmektedir. Pterjium dokusunda MMP-1"1 igine
alan 11q 22.23 bolgesinde bir LOH oldugu belirlenmis ve haritalanan bu LOH,
metastatik melanomanin gelisimi ile de iligkilendirilmistir (Girolamo ve ark., 2004).
Mikrosatellit instabilite (MI), DNA replikasyonu esnasinda DNA’da meydana
gelen hasarin tamir edilememesinden kaynaklanmakta ve MI, yiikselmis mutasyon
oranimnin bir yansimasi olarak goriilmektedir. Yiiksek derecede polimorfik mikrosatellit
DNA, diniikleotit ve nadiren triniikleotid tekrar dizileri igermekte ve bu bolgeler bir¢ok
hastalik i¢in genetik baglant1 analizlerinde kullanilmaktadir (Detorakis ve ark., 1998).
Norodejeneratif hastaliklarda, aterosklerotik plaklarda, spontan diisiik materyallerinde
ve hemen hemen tiim kanser tiirlerinde, MI oldugu belirlenmistir (Spandidos ve ark.,
1997). Detorakis ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada, 50 adet pterjium Orneginde 3
kromozomda 15 mikrosatellit belirteci incelemisler ve yalnizca 3 vakada MI oldugunu
belirlemislerdir (Detorakis ve ark., 1998). Spandidos ve ark., ise 15 adet pterjium

orneginden 8’inde LOH, 2’sinde MI oldugunu saptamislardir (Spandidos ve ark., 1997).

2.1.4.4. Viral Enfeksiyonlar

Yapilan calismalarda pterjium Orneklerinde insan papiloma viriisiine (HPV),
herpes simpleks viriisiine (HSV) ve sitomegaloviriise (CMV) rastlanmistir (Chalkia ve
ark., 2013). Bu hastalikta en sik gozlenen viriis tiirii ise HPV’dir ve virlisler inaktif p53
proteini kodlayarak kromozomal instabiliteye yol agmaktadirlar (Wanzeler ve ark.,

2019). Yunanistan’da yapilan bir ¢aligmada pterjium Orneklerinin %22,5’inde HSV,
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%40’inda CMYV tespit edilmis, tilkemizde yapilan bir ¢aligmada ise incelenen pterjium

orneklerinin %10’unda HSV belirlenmistir (Chalkia ve ark., 2013).

2.1.5. Patogenez

Gliniimiize kadar yapilan calismalar oksidatif stresin, ekstraseliiler matriks
modiilatorlerinin, apoptotik ve onkojenik proteinlerin, inflamatuar mediatorlerin,
epitelyal-mezensimal degisimin, anjiyogenezin ve degismis limbal kok hiicrelerin
pterjium gelisiminde etkili olabilecegini gostermektedir. Ancak, pterjium gelisimine ve

niiksiine neden olan kesin mekanizma hala bilinmemektedir (Wanzeler ve ark., 2019).

2.1.5.1. Inflamasyon ve Immiinolojik Mekanizmalar

Inflamasyon yara iyilesmesinde oldugu gibi hem normal fizyolojik bir siire¢ hem
de kanser de oldugu gibi hastaliklara neden olabilen patolojik bir siiregtir (Fang, 2013).
Klinik olarak  pterjiumun ilerlemesi inflamasyon ve neovaskiilerizasyon ile
iliskilendirilmektedir (Gum ve ark., 2017). Kiiltiire edilmis pterjium epitelyal hiicreleri
UV-B 1sinlaria maruz birakildiktan sonra interlokin 6 (IL-6) ve IL-8’in seviyelerinin
artmus oldugu rapor edilmistir (Kim ve ark., 2014). IL-10’nun ekspresyonunun da
pterjium Orneklerinde yiikselmis oldugu bulunmus IL-1o’nin ekspresyonunun ise hem
primer hem de niiks pterjium dokusunda yiikselmis oldugu rapor edilmistir. Son
zamanlarda pterjium gibi inflamatuar patolojilerde IL—17’nin ekspresyonunun okiiler
ylizey tizerinde artmis oldugu bulunmustur (Wanzeler ve ark., 2019). Pterjiumda,
inflamatuar kaskadlarin uyarilmasinda etkili olan siklooksijenaz-2’nin asir1 derecede

eksprese oldugu rapor edilmistir (Kim ve ark., 2014). Normal sartlarda okiiler ylizey
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iizerinde ¢ok az sayida immiin hiicre bulunurken, pterjium dokusunda mast hiicrelerinin,
lenfositlerin, plazma hiicrelerinin, dentritik hiicrelerin, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin

sayisinda artig oldugu goriilmistiir (Notara ve ark., 2018; Kim ve ark., 2014).

2.1.5.2. Hiicresel Proliferasyon ve Hiicre Gogii

Pterjium dokusu kornea iizerine dogru anormal bir proliferasyon gostermekte ve
siklikla Bowman tabakasina invaze olmaktadir (Konuk ve ark., 2011). UV 15181, kisa
stireli bile olsa fibroblast biiylime faktorii (FGF), platelet kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), transforme edici biiylime faktori
(TGF-B), konnektif doku biiyiime faktérii (CTGF) ve heparin baglayict epidermal
bliylime faktorii (HB-EGF) gibi biiyiime faktorlerinin sentezini uyarmaktadir. Bu
biiyiime faktorleri fibroblastlarin proliferasyonu igin gerekli uyaricilardir (Anguria ve
ark., 2014). Proliferasyonla iliskili proteinler olan Ki—67, prolifere hiicre niikleer
antijeni (PCNA) ve siklin D1 proteinleri hiicre dongiistinde 6nemli roller oynamaktadir
ve Ki-67 proteini, hiicresel proliferasyonun 6nemli bir belirtecidir. Pterjium ornekleri,
normal konjonktiva Ornekleri ile karsilastirildiginda Ki—67 proteininin  anormal
derecede eksprese oldugu bulunmustur. PCNA, DNA sentezi i¢in gerekli olan non-
histon bir proteindir ve PCNA’nin ekspresyonu, hiicresel proliferasyon i¢in bir belirteg
olarak diistiniilmektedir. Pterjium dokusunda, PCNA’nin ekspresyonunun Onemli
derecede yiikseldigi goriilmiistiir. Siklin D1, hiicre dongiisiinde G1 fazindan S fazma
geciste gorevli olan 6nemli bir kontrol genidir ve yapilan bir ¢alismada, pterjium
epitelyal hiicrelerinin limbal kisminda PCNA ve siklin D1’in asir1 derecede eksprese
oldugu bulunmustur ve bu genlerin yiiksek derecede eksprese olmasinin epitelyal

hiicrelerin hiperproliferasyonuna yol acabilecegi diisiiniilmektedir (Wanzeler ve ark.,
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2019). Epitelyal hiicre proliferasyonun potansiyel bir belirteci olan total p63’iin
pterjiumun ilk asamalarinda diisiik, ilerlemis asamalarinda ise yiiksek derecede eksprese
oldugu bulunmustur (Xu ve ark., 2014). Hiicre adezyonuna ve proliferasyonuna dahil
oldugu diisiiniilen E-kaderinin ve beta-kateninin ise pterjium dokusunda yogun bir
sekilde bulundugu goriilmiistiir (Wanzeler ve ark., 2019).

Hiicre gogti, hiicrelerin spesifik bir noktaya hareketi olarak tanimlanmakta ve
doku olusumu i¢in kritik bir siire¢ olarak diisiiniilmektedir. Doniigsmiis bazal epitelyal
hiicre gocliniin, pterjium olusumunda anahtar nitelikte bir 6zellik oldugu bulunmustur
(Fang, 2013). Sfingozin 1 fosfat (S1P), proliferasyon, migrasyon ve fibrozis gibi
hiicresel aktiviteleri diizenleyen biyoaktif bir lipittir ve S1P’nin aktivasyonu RhoA’y1
uyarmaktadir. Rho sinyalleri proinflamatuar sitokinlerin ve kinazlarin {iretimini
uyarmaktadir. Igarashi ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada S1P2, S1P4 ve SI1PS
reseptorlerinin ekspresyonunun normal konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda
pterjium dokusunda 6nemli derecede yiikselmis oldugunu bulmuslardir. Ayn1 zamanda,
normal konjonktival fibroblast hiicreleri UV’ye maruz birakildigimda S1P’nin

konsantrasyonunun énemli derecede arttigi goriilmistiir (Igarashi ve ark., 2019).

2.1.5.3. Anjiogenezis

Pterjium patogenezinde anjiyogenez faktorlerinin 6nemli katkilarmin oldugu
rapor edilmis ve bu anjiyogenetik faktorlerin yeni kan damarlar1 olusturarak pterjium
gelisimini  kolaylastirdigr  distiniilmektedir  (Fang, 2013). TGF-B, fibroblast
proliferasyonunu, anjiyogenezi ve hiicre digi matriks (ECM) proteinlerinin sentezini ve
degredasyonunu diizenlemektedir (Wanzeler ve ark., 2019). Anjiyogenezi artirdig1 i¢in

TGF-B geninin asir1 ekspresyonunun pterjium patogenezinde onemli bir rol oynadigi
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diistiniilmektedir (Gum ve ark., 2017). VEGF ailesi, pterjium gibi okiiler hastaliklarda
vaskiiler permeabiliteyi artirdig1 ve patolojik anjiyogenezde rol aldigi i¢in oftalmoloji
alaninda yogun bir sekilde ¢alisgilmaktadir. VEGF’nin ekspresyonunun artmasi
anjiyogeneze ve lenfanjiyogeneze yol agmakta ve pterjium Orneklerinde VEGF

seviyesinin yiikselmis oldugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Wanzeler ve ark., 2019).

2.1.5.4. Epitelyal-Mezensimal Degigim

Primer ve niiks pterjiumun fibrovaskiiler dokusunda fibroblastlarin
miyofibroblastlara doniisiimiiniin bu hastaligin gelisimindeki patolojik siirecte onemli
oldugu diistiniilmektedir. Bu doniisiim alfa diiz kas aktinin (a-SMA) ekspresyonuyla
yakindan iligkilidir. Miyofibroblastlar, a-SMA’y1 eksprese eder, bu protein ise kollajen
tip 1 ve Il gibi ECM bilesenlerinin, biiytime faktoriiniin ve integrinin sentezini uyarir
(lgarashi ve ark., 2019). TGF-B, epitelyal-mezensimal degisimin potansiyel bir
uyaricisidir ve pterjial fibroblastlarda, aktif TGF-B1 ve TGF-B2 reseptorii oldugu
gosterilmistir. Ayn1 zamanda TGF-B2’nin pterjial fibroblastlarin miyofibroblastlara
donilistimiinii uyarict yetenege sahip oldugu gosterilmistir. Gum ve ark.’lar1 yaptiklari
calismada, TGF-B2’nin uyardigi fibroblastlardan miyofibroblastlara olan degisimin
siklosporin A ile baskilanabilecegini bulmuslardir ve Siklosporin A, a-SMA, laminin,
fibronektin ve kollajen tip 1 proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonunu inhibe

etmektedir (Gum ve ark., 2017).
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2.1.5.5. Hiicre Dist Matriks Proteinleri ve Hiicre Disi Matriksin Remodalizasyonu

Hiicre dis1 matriks, yapisal ve biyokimyasal katki saglayan, hiicreleri ¢cevreleyen
destek hiicreleri tarafindan salgilanan hiicre dis1 molekiillerin  birlesiminden
olugsmaktadir. ECM proteinleri, keratin, elastin, kollajen, fibrin ve diger baz1 proteinleri
icermektedir. ECM proteinlerinin anormal ekspresyonunun pterjiumun proliferatif
biiyiimesiyle dogrudan iliskili oldugu disiiniilmektedir (Wanzeler ve ark., 2019).
Bowman’s tabakasi bozuldugunda proliferatif hiicreler kollajen bariyerini gegerek
migrate olabilmektedir (Ca'rdenas-Cantu, 2014). Pterjium 6rnekleri normal konjonktiva
dokusuyla karsilastirildiginda tropoelastin - ekspresyonunun daha yiiksek oldugu
bulunmus, Tip II kollajen ekspresyonunun yalnizca pterjium Orneklerinde pozitif
oldugu, kollajen I, III ve IV’iin ise hem pterjum hem de normal konjonktiva
orneklerinde pozitif oldugu goriilmiistir (Wanzeler ve ark., 2019).

Matriksinler olarak bilinen matriks metalloproteinazlar (MMP), doku
remodalizasyonunda goérevli proteinazlardir ve metalloproteinaz doku inbibitorleri
(TIMP) ise MMP’leri baglayarak aktivitelerini engellemektedir. Pterjium patogenezi ile
ilgili yapilan ¢alismalarda bu iki protein grubu yogun olarak ele alinmistir (Wanzeler ve
ark., 2019). Proliferasyonun ve migrasyonun baslica yeri olan pterjiumun bas kisminda
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 ve MMP-9’un ekspresyon seviyelerinde yiikselme
oldugu bulunmustur. Matriksin yeniden yapilandirilmasiyla iligkili olan MMP-2
geninin hipometilasyonunun pterjium invazyonuyla yiiksek derecede iliskili oldugu
rapor edilmistir (Ca’rdenas-Cantu ve ark., 2014). Pterjium fibroblast kiiltiiriinde,
siklosporin A’nn MMP-3 ve MMP-13 ekspresyonlarin1 azalttigi bulunmustur.
Pterjiumun farkli asamalarinda MMP ve TIMP ekspresyonlarinda degisimler oldugu

gosterilmisti. MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki dengenin bozulmasmnin, pterjium
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ilerlemesinden ve niiksiinden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (Wanzeler ve ark.,

2019).

2.1.5.6. Apoptozis

Pro-apoptotik 6zellikte olan Bax proteini sadece pterjium dokusunun epitelyal
bazal katmaninda bulunurken anti-apoptotik protein olan Bcl-2, pterjium dokusunun
tamamimda gozlemlenmistir. Pterjiumun bas kisminda, bu pro-apototik proteinlerin
yoklugunun pterjium dokusunun proliferatif davranis gostermesine neden olabilecegi
diistiniilmektedir (Ca'rdenas-Cantu ve ark., 2014). Rapamisin kompleks 1 (mTORC1),
hiicre biiylimesinin, proliferasyonun ve otofajinin baslica diizenleyicilerindendir.
MTORCL1’in aktivasyonunun pterjiumdaki apoptozu inhibe ettigi gdsterilmis ve ayni
zamanda pterjiumda mTORCL’in, p73 genini inhibe ederek hiicresel proliferasyonu
uyardigr bulunmustur. Apoptotik inhibitdor gen ailesinin bir iiyesi olan BIRC5 geni
tarafindan kodlanan survivin proteininin pterjium dokusunda yiiksek derecede ifade
oldugu, normal insan konjonktivasinda ise ifade olmadigi bulunmustur (Wanzeler ve
ark., 2019). Daha oOnceki c¢alismalarda bu proteinin hiicre disinda, niikleusta,
sitoplazmada ve mitokondride lokalize oldugu rapor edilmistir. Ayrica, niikleusta
bulundugu zaman hiicre bdliinmesini diizenlerken mitokondride bulundugunda
apoptozu inhibe etmektedir. Bu durum survivinin farkli lokalizasyonlarmin degisik
fonksiyonlarla iligkili olabilecegini gostermektedir. Xu ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢alismada
survivinin pterjiumun ilk asamalarinda ¢ogunlukla sitoplazmada yer alirken, ilerlemis
asamalarinda giiglii bir niikleer ekspresyon gosterdigini bulmuslardir (Xu ve ark., 2014).
Survivinin diizenlenmesinin molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilmis olmasa da bu

proteinin p53 proteini ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Pterjium gelisimine neden



19

olan oksidatif stresin survivin proteininin aktivasyonunu uyardigi gosterilmistir

(Wanzeler ve ark., 2019).

2.1.5.7. Degismis Limbal Bazal Epitelyal Kok Hiicre

Epitelyal tabaka, limbusun bazal kok hiicre kompartmanindaki limbal epitelyal
kok hiicrelerden olugsmaktadir. Limbal epitelyal kok hiicreler yiiksek bir proliferatif
potansiyele sahiptir ve bu hiicreler, yaralarin iyilesmesi ve epitelyal hiicrelerin
yenilenmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Eksikliklerinde doku homeostazisi dnemli derecede
degismektedir. UV radyasyonu, limbal bazal epitelyal kdk hiicrelerde ve konjonktival
fibroblastlarda hasara neden olabilmektedir (Notara ve ark., 2018). Dushku ve ark.’lar1,
UV radyasyonuna maruziyet sonucu limbal bazal epitelyal kok hiicrelerdeki degisimin,
pterjium gelisimine neden olabilecegini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda, pterjiumun
konjonktival epitelyumdan degil limbal epitelyumdan gelistigini 6ne slirmiisler ve
degismis limbal bazal epitelyal kok hiicrelerde tiim MMP’lerin yiiksek derecede
cksprese edildigi bulmuslardir. Ayrica yine bu hiicrelerde anormal p53 ekspresyonu

oldugunu géstermislerdir (Dushku ve ark., 2001).

2.1.5.8. Molekiiler Genetik Degisimler

Pterjiumla ilgili yapilan gen analizi calismalarinda, yara iyilesmesinde gorevli
olan proteinleri, hiicresel adezyonda yer alan proteinleri ve mitotik proteinleri kodlayan
genlerin yiiksek derecede eksprese oldugu rapor edilmistir (P erez-Rico ve ark., 2014).
Klaudin ailesine iiye proteinler, epitelyal ve endotelyal hiicre tabakasindaki hiicre-hiicre

adezyonunda gorevlidirler. Yapilan immiinohistokimyasal analizlerde saglikli kornea ve
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konjonktiva dokularinin klaudin—1 ve klaudin—4 igin pozitif oldugu gosterilmis ve
pterjium Orneklerinde ise klaudin—1 proteininin ekspresyonunun onemli derecede
azaldig1 gosterilmistir. Timor baskilayici genler olan p63 ve p16 normal konjonktiva
dokusunda nadiren eksprese olurken pterjium érneklerinde hem p63’iin hem de p16’nin
protein ekspresyonunun artmis oldugu bulunmustur (Wanzeler ve ark., 2019). Yapilan
calismalarda, proteinlerin katlanmasindan ve degredasyonundan sorumlu bir 1s1 sok
proteininin (Hsp90) pterjium epitelinde asir1 derecede eksprese oldugu ayni zamanda
Hsp27 ve Hsp70 proteinlerinin de ekspresyonlarinin arttigi rapor edilmistir. Bu
proteinlerin asir1 ekspresyonu, oksidatif stres sonucu olusan modifiye proteinlere karsi
hiicrelerin verdigi dogal bir yanit olarak diisiiniilebilir (Ca'rdenas-Cantu” ve ark., 2014).
Biiyiik tiimor baskilayict kinaz 1 (LATS1) ve biiyiikk timor baskilayict kinaz 2
(LATS2), UV uyarili DNA hasarina yanitta gorevli olan tiimor baskilayici genlerdendir.
Bu genlerin promotér bolgesinde meydana gelen metilasyon bu genlerin
sessizlesmesine ve timor gelisimine yol agabilir. Yapilan bir ¢alismada, LATS1 ve
LATS2 genlerinin metilasyonu sonucu ekspresyonlarmin azalmasmin pterjium gelisimi
icin bir risk olusturabilecegi bulunmustur. Baska bir ¢alismada ise, pterjium dokusunda
E-kaderin ve MMP-2 genlerinin hipermetile oldugu gosterilmistir (Ginger-Eke ve ark.,

2018).

2.1.6. Tedavi

Pterjium cerrahisi sonras1 en yaygm komplikasyon pterjiumun niiksetmesidir.
Fibrovaskiiler aktiviteyi ve niiks oranmni azaltmak i¢in beta radyasyonu, konjonktival ve
limbal otogreft, anti-mitotik ilaglar ve amniyotik membran transplantasyonu gibi

teknikler kullanilmaktadir (Salman ve Mansour, 2011). Limbal otogreft yontemiyle,
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epitelyal kok hiicrelerin artirilmas: ve korneanin konjonktival invazyonuna karsi bir
bariyer etkisi olusturulmasi basarili bir sekilde saglanmaktadir. Amniyotik membran
giiclii bir anti-adhezif etkiye sahiptir ve normalde avaskiiler oldugu i¢in yeni damarlarin
olusmasint  engellemektedir.  Pterjium  cerrahisinde  kullanilan  yOntemlerin
kargilastirildigi calismalarda, konjoktival otogreft ile birlikte limbal kok hiicre
transplantasyonunun pterjium niiksiinii engellemede daha etkili oldugu ve normal
epitelyal morfolojinin daha hizli yenilendigi bulunmustur. Mitomisin C ve 5-florourasil
gibi  anti-metabolitler anti-fibrotik  etkilerinden dolay1 operasyon sirasinda
kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglari konsantrasyonu iyi ayarlanmalidir ¢linkii skleranin
erimesi, lilserasyon veya epitelizasyonun gecikmesi gibi ciddi yan etkilerin goriilmesine
neden olabilmektedir (Salman ve Mansour, 2011). Pterjium tedavisinde, anjiyogenezi
ve biiylimeyi engelleyici biyomolekiiller iizerinde de ¢alismalar siirdiiriilmektedir. Chui
ve ark.’lar1 pterjium 6rneklerinde Skp-2 siRNA’larmi kullanarak bir protoonkogen olan
c-myc geninin ekspresyon seviyesini diisiirmeyi basarmiglardir (Chui ve ark., 2011).
Anti-inflamatuar bir ajan olan siklosporin A, inflamatuar okiiler yiizey hastaliklarinda
topikal olarak kullanilmaktadir. Aym1 zamanda bir calismada primer pterjiumlu
hastalarda birincil ameliyat1 takiben siklosporin A kullanimmin niiks oranini azalttig1
goriilmiistiir. Gum ve ark.’lar1 siklosporin A’nin MMP-3 ve MMP-13 genlerinin
ekspresyonunu inhibe ederek pterjium fibroblastlarmin migrasyonunu engelleyici bir
etki gosterdigini ve a-SMA, laminin, fibronektin ve kollajen tip 1’in ekspresyonunu
biiylik derecede azalttigint bulmuslardir. Siklosporin A pterjium patogenezindeki
fibroblastlardan miyofibroblastlara olan degisimi de baskilayabilmektedir (Gum ve ark.,
2017). Lu ve ark.’lar1 yaptiklar1 bir ¢aligmada antioksidant, anti-inflamatuar, anti-

anjiyogenik ve yaralar1 iyilestirici etkisi olan Curcuma longa bitkisinden izole edilen bir
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polifenol olan Curcumi’nin insan pterjium fibroblastlarinda VEGF ekspresyonunu

inhibe ettigini ve hiicresel proliferasyonu baskiladigini bulmuslardir (Lu ve ark., 2017).

2.2. VITAMIN A

Vitamin A (retinoid), omurgalilar i¢in esansiyel bir vitamindir ve hayvanlarda de
nova sentezi olmadigr i¢in diyet ile disarindan alinmak zorundadir. Bitkilerde, bazi
bakterilerde, alglerde ve mantarlarda karotenoid olarak sentezlendikten sonra
hayvanlarda vitamin A’ya donistiiriilmektedir (Blomhoff ve Blomhoff, 2005). Retinoid
metabolizmasi, bir¢ok tasiyici protein ve enzim igermektedir ve bunlarin biiyiik bir
cogunlugu retinoid metabolizmasina 6zgiidiir. Dietle alinan bu preretinoid karotenoidler
barsaklardan enterositlerin i¢ine almir daha sonra retinoidlere doniistiiriilir ya da
silomikronlarda modifiye olmamis sekliyle paketlenirler. Retinoidler suda
¢oziinmedikleri i¢in viicutta hiicresel retinoid baglayici proteinlere (CRBP) bagl olarak
hiicre igerisine tasmirlar (D’ Ambrosio ve ark., 2011). Hiicre igerisine girdikten sonra
retinoidler ilk olarak retinaldehite daha sonra retinoik aside metabolize olmakta ve
sitozolik alkol dehidrojenaz ailesinin {iyesi olan enzimlerle retinoliin oksidasyonu
katalizlenir. Daha sonra retinaldehit, retinaldehit dehidrojenazla retinoik aside doniisiir
(Niles, 2004). Gozin retinol pigment epitelyumu (RPE) retinolii, 11-cis retinale
donistiriir. Retinol, RPE igerisine alindiktan sonra tekrardan retinil estere esterefiye
olduktan sonra bu esterler, izomerhidrolaz enzimi RPEG5 ile 11-cis retinole hidroliz
olurlar. 11-cis retinol, retinol dehidrojenaz ile vizual kromofor olan 11-cis retinale
oksitlenir (von Linting ve ark., 2010; Kiser ve ark., 2012). Vitamin A’nin ¢esitli
formlar1 islendikten sonra karacigerde depo edilir ve ihtiya¢ halinde sistemik dolagima

verilir (Perusek ve Maeda, 2013).
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Vitamin A binlerce yildir tedavi i¢in kullanilmaktadir. Eski misir papiriislerinde
gece korliigli gibi goz hastaliklarinin tedavisinde karacigerin nasil kullanilacagi tarif
edilmistir. Yunanl filozof Hipokrat, kitaplarinda gece korliigiiniin tedavisinde ayda bir
veya iki kez bala batirilmis sekilde ¢ig karacigerin yenilmesini tavsiye etmistir.
Hematopoiezis, doku farklilagsmasi, embriyonik gelisim, gorme, gen transkripsiyonunun
diizenlenmesi ve bagisiklik sisteminin tamamlayiciligi igin yeterli miktarda vitamin A
alimina ihtiya¢ vardwr. Epidemiyolojik ¢aligmalar, diisiik vitamin A alimmin kanser
gelisme riskini artirdigini gostermistir (Bushue ve Wan, 2010). Vitamin A eksikligi,
epitel skuamoz metaplazi, iilserlesme ve keratinlesme ile sonuglanan okiiler yiizeyin
anormal farklilasmasmma ve konjonktival goblet hiicrelerinin eksikligine sebep

olmaktadir (Nezzar ve ark., 2007).

2.3. RETINOIK ASIT

Vitamin A’nin aktif bir formu olan retinoik asit, hem in vivo hem de in vitro
ortamda normal ve premalignant epitelyal hiicrelerin biiyiimesinde ve farklilasmasinda
major bir rol oynamaktadir (Jones ve ark., 1997). RA’nin en aktif formu olan all-trans
retinoik asit (ATRA), gen diizenleyici fonksiyona sahiptir ve birgok organin gelisiminde
kritik bir 6neme sahiptir. RA’nin diger stereo-izomerleri olan 4-oxo-9-cis-retinoik asit
(9-cis-RA) ve 4-oxo-13-cis-retinoik asit (13-cis-RA) RA sinyalinde gorevlidirler

(Brown ve ark., 2014).
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2.3.1.Retinoik Asidin Biyolojik Aktiviteleri

Retinoik asidin, limbal ve merkezi korneal epitelyal hiicrelerin farklilagsmasini
etkiledigi gosterilmistir (Dua ve Azuara-Blanco, 2000). Retinoidler, sitokin ve kemokin
tretimini etkileyerek immiinolojik ve inflamatuar yanit1 degistirebilirler (Girolamo ve
ark., 2006). Retinoidler anti-proliferatif, pro-apoptotik, anti-oksidant ve hiicreleri
farklilagtirict etkilerinden dolay1 kemoterapotik ajan olarak kullanilmaktadirlar (Bushue
ve Wan, 2010). RA’nin niikleer faktér (NF)-kB ve aktivator protein (AP)-1 gibi birkag
inflamatuar transkripsiyon faktoriinii baskilayarak hiicresel biiyiime ve proliferasyonu
etkiledigi gosterilmistir (Girolamo ve ark., 2006). RA hiicre dongiisiinii diizenleyen bazi
genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir. RA, embriyonik teratokarsinoma F9
hiicrelerinde G1-GO evrelerinde biiyiimeyi durdurur. RA p53- kontrol eden anti-
proliferatif genini, BTC ailesi iiyesi Tob—1 genini ve B-hiicre translokasyon geni {iyesi
2’yi (Btg—2) uyarmaktadir. Btg—2 geninin promot6r bolgesinde bir retinoik asit cevap
elementi belirlenmistir ve bu bodlgeye RXR/RAR heterodimeri in vitro ortamda
baglanmaktadir. Btg—2 geni, siklin D1’in ekspresyonunu azaltarak hiicre dongiisiinii
inhibe etmektedir. RA ayni zamanda NB4 promyelostik 10semi hiicrelerinde
farklilasmay1 ve apoptozu uyarmaktadir. Meme kanseri hiicrelerinde ise RA’nmn
survivin ve Bcl-2 genlerininin ekspresyonunu azaltarak, tiimor baskilayici gen olan
programlanmis hiicre 6liim 4 geni (PDCD4) ve SRY box 9 (SOX9) transkripsiyon
faktoriiniiniin ekspresyonunu artirarak hiicre biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir
(Donato ve ark., 2007). RA’nin meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 hiicrelerinde pro-
apoptotik genler olan kaspaz-9 ve kaspaz-7’nin ekspresyonunu artirdigi bulunmustur.
MCF-7 hiicrelerinde RA’nin hiicre biiylimesini inhibe etmesi, hem apoptozun

indiiklenmesiyle hem de hiicre dongiisiiniin durdurulmasiyla olmaktadir (Donato ve
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ark., 2005). ATRA, proliferasyon, farklilasma, tiimorogenezis ve apoptozis gibi
hiicresel fonksiyonlarin énemli bir diizenleyicisi olan protein kinaz C (PKC)’nin de

aktivitesini azaltmaktadir (Blomhoff ve Blomhoff, 2005).

2.3.2. Retinoik Asit Sinyal Yolag:

RA, hiicre igerisinde iki farkli yol izlemektedir ve bu yollara bagl olarak
hiicresel ekspresyonda birbirine zit sonuglar meydana getirmektedir. RA, hiicre i¢inde
hiicreler arasi lipit baglayici proteinler (iLBP) ile iliskili olarak taginmaktadir. Hiicresel
retinoik asit baglayici protein (CRABP2) ve yag asidi baglayic1 protein 5 (FABP5),
RA’y1 sitozol i¢inden niikleus igindeki niikleer reseptdrlere tasimaktadirlar. CRABP2,
RA’y1 retinoik asit reseptorlerine (RAR), FABP5 ise RA’y1, peroksizom proliferator
aktive edici reseptor olan PPARP/0’ya tasimaktadir. RA’nin, RAR’lara m1 yoksa
PPARPB/6’ya mu tasmmacagi sitozoldeki CRABP2’nin FABP5’¢ oranina baghdir.
RAR’lar aktive oldugunda; apoptozu, hiicre dongiisiiniin durdurulmasmi ve hiicre
farklilasmasmi tetikler boylelikle tiimor biiyiimesi baskilanabilmektedir. PPARP/6
aktive oldugunda ise proliferasyon ve hiicrelerin hayatta kalmasi uyarilmakta ve timor
gelisimi ilerlemektedir (Sekil 2.4.) (Michalik ve Wahli, 2007).

RAR’lar, steroid-tiroid hormon reseptor siiper ailesinin iiyesidirler. RAR’larin -
a, -p ve —y olmak iizere {i¢ alt tipi izole edilmis olmasina ragmen bu reseptorler yapisal
olarak birbirine ¢cok benzemektedirler ve her birinin farkli fonksiyonlara sahip oldugu
gosterilmistir. Ayn1 zamanda RA, diger bir niikleer reseptdr ailesi olan retinoid X
reseptorlerine (RXR’lere) baglanmaktadir. RXR’lerin de -a, -3 ve —y olmak tizere iig alt
tipi vardir. RAR’lar ve RXR’ler birlikte heterodimer bir yapi olustururlar bu yap1

transkripsiyon faktorlerini aktive edebilecek bir ligand olarak fonksiyon gormektedir.
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Heterodimer olusturan bu reseptorler, spesifik RA cevap elementlerine (RARE)
baglanarak gen transkripsiyonunu diizenlemektedirler (Jones ve ark., 1997). Son
yillarda yapilan g¢aligmalarda gozlemlenmistir ki; RA-RARS/RXR kompleksi bir
RARE’den bagimsiz olarak da gen ekspresyonunu diizenleyebilir. Ornegin fos- ve jun-
iligkili proteinlerden olusmus heterodimer bir transkripsiyon faktorii olan API,
RARE’den bagimsiz olarak retinoid reseptor aracili yolla baskilanabilmektedir
(Blomhoff ve Blomhoff, 2005). RA’nin bu yolla 500’{in iizerinde genin ekspresyonunu
diizenledigi diistiniilmektedir (D’ Ambrosio ve ark., 2011). Ayni1 zamanda kodlanmayan
RNA transkriptlerinin 6nemli bir kisminmn da RA araciligiyla diizenlendigi bulunmustur
(Blomhoff ve Blomhoff, 2005). PPARP/S, yag asidi aktive edici transkripsiyon
faktoriidiir ve niikleer hormon reseptor ailesinin iiyesidir. PPARB/S ve RXR birlikte
heterodimer bir yap1 olustururlar bu yap1 transkripsiyon faktorlerini aktive edebilecek
bir ligand olarak fonksiyon goriir. Heterodimer olusturan bu reseptorler, spesifik
peroksizom  proliferasyon cevap elementlerine (PPRE)  baglanarak  gen

transkripsiyonunu diizenlemektedirler (Michalik ve Wabhli, 2007).

’cj’
./; CRABP2 FABP5 %

T

APOPTOEIS PROLIFERASYON

HUCRE DONGUSTNTN HUCRESEL HAVATTAKATMA
DURDURULMASI
ANJIYOGENEZIS

HUCRESEL FARKLILASMA
AOGRASYON

Sekil 2.4. Retinoik Asit Sinyal Yolag: (Vreeland, 2015)
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2.3.3. Retinoik Asidin Hastahklarla liskisi

Retinoid terapiler, ilerleyici gérme kayiplarinin oldugu genetik retinal
hastaliklarin tedavisinde hastanin yasam Xkalitesini arttrrmak i¢in kullanilmaktadirlar
(Perusek ve Maeda, 2013). Topikal retinoidler, yara iyilesmesi, skuamdz metaplazi ve
g6z kurulugu gibi okiiler yiizey hastaliklarmin tedavilerinde farmakolojik ajan olarak
kullanilmaktadirlar (Nezzar ve ark., 2007). Timorojenez siiresince siklikla retinoid
cevabmin kaybi ve anormal retinoid metabolizmas1 goriilmektedir. Anormal retinol
metabolizmasi gesitli kanserlerin olusumuna neden olabilmektedir. Kanser hiicrelerinde
retinol esterifikasyonundaki defektler retinoliin depolanmasini ve onun metabolizmasini
engelleyebilir bunun sonucu olarak bolgesel retinoid eksikligi, timor gelisimini
giiclendirebilir (Cai ve Gudas, 2009). Ayn1 zamanda retinoidler, hiicresel proliferasyonu
inhibe ettigi, hiicresel farklilasmay1 ve apoptozisi uyardigi i¢in birgok kanser tiiriiniin
tedavisi ve engellenmesinde farmokolojik ajan olarak kullanilmaktadirlar. Klinik
uygulamalarda, kutan6z T hiicreli lenfoma ve akut promiyelositik 16seminin tedavisinde
RA, basarili bir sekilde uygulanmaktadir (Zhang ve ark., 2018). Retinoidler bazi prostat
kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederken ATRA ve 13-cis-retinoik asit,
prostat kanserinin tedavisi i¢in kombine olarak kullanilmaktadir. Ancak farkli kanser
tirlerinde retinoid sinyallerinde bazi anormallikler goézlenmistir. Bu anormallikler
retinoid reseptorlerinin seviyesindeki degisiklikler ve retinoid metabolizmasinda gérevli
enzim ve proteinlerin ekspresyonundaki degisimlerden kaynaklanabilmektedir. Retinoid
sinyalindeki bu degisimler tiimor hiicrelerini etkileyebilir ve kanser tedavisinde
kullanilan retinoidlerin etkisini degistirebilir (Cai ve Gudas, 2009). Ornegin, meme
kanserli MMTV-neu fare modelinde normal meme epitelinde CRABP2 eksprese

edilmekteyken tiimor dokusunda tam tersidir. FABP5 seviyesi ise normal epitelyumda
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diisiikken tiimor dokusunda yiiksektir. CRABP2/FABPS oranindaki bu azalig sonucu
olarak MMTV-neu fare modelinde disardan RA verilmesi tiimor bitylimesini durdurmak

yerine ilerletmektedir (Schug ve ark., 2008).

2.4. HUCRESEL RETINOIiK ASIiT BAGLAYICI PROTEIN 2

Hiicre igerisinde iki farkli hiicresel retinoik asit baglayici protein vardir;
CRABP1 ve CRABP2. Bu proteinler, yiiksek derecede homologdurlar ve yaklasik
olarak %72 amino asit benzerligine sahiptirler (Niles, 2004). CRABP2 geni, 1q23.1°de
lokalize olmakta ve CRABP2 proteini, 138 amino asit uzunlugunda 16 kDa

agirhgmdadir (Sekil 2.5.) (https://www.genecards.org).
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Sekil 2.5. CRABP2 Geninin Genomik Lokalizasyonu

(https://www.genecards.org)

Yapilan son ¢alismalarda hedef gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
CRABP2’nin, RA’nin etkisini daha ¢ok arttirdigi bulunmustur (Niles, 2004). MCF7
meme karsinoma hiicrelerinde, RA’nin yoklugunda CRABP2’nin asir1 ekspresyonu
sonucu bazi genlerin ekspresyonunun artmis oldugu rapor edilmistir. Bu goézlemler
CRABP2’nin RA’dan bagimsiz fonksiyonlar1 olabilecegini gostermektedir (Donato ve
Noy, 2005). Baz1 ¢aligmalar, meme karsinoma hiicrelerinde CRABP2’nin apoptozu

uyardigint gostermistir (Vreeland ve ark., 2014). Feng ve ark., CRABP2’nin meme
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kanseri hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini baskiladigini bulmuslardir (Feng ve
ark., 2019). HuR proteini, proteinleri degredasyondan koruyan ve mRNA’ya baglanan
bir proteindir. Yapilan calismalarda, HuR proteininin, CRABP2 ile dogrudan etkilesim
icinde oldugu gosterilmistir. HuR proteini, hedef transkriptin 3’UTR bolgesine
baglanmaktadir. CRABP2, HuR proteininin hedef mRNA’ya olan afinitesini artirarak
transkriptin stabilizasyonunu arttirir ve bu transkriptlerin iginde apoptoz da gérevli olan
Apaf-1 proteini de bulunmaktadir. CRABP2, HuUR proteini araciligiyla karsinom hiicre
proliferasyonunu baskilamaktadir. Yapilan bu g¢alismalar, gen ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizenlenmesinde CRABP2 ve HuR proteinlerinin birbirleriyle
yakindan iliskili oldugunu gostermektedir. Cesitli kanserlerde CRABP2 mMRNA
ekspresyonunun azaldigi ve kafa ve boyun tiimorlerinde CRABP2 promotoriiniin metile
oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda CRABP2 geninin kaybmin da tiimér gelisimine
katkida bulunabilecegi gosterilmistir. CRABP2 hem RAR’larla birlikte anti-onkojenik
Ozellik gostermekte hem de HuR araciligiyla anti-proliferatif etki gostermektedir

(Vreeland ve ark., 2014).

2.5. YAG ASIDi BAGLAYICI PROTEIN 5

Yag asitleri, hem metabolik enerji deposu hem de membran biyogenezinde
substrat olarak kullanildigindan hiicreler igin hayati dneme sahiptirler. Son zamanlarda,
yag asitlerinin bir¢ok hiicresel siirecte hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak calistig
gosterilmistir (Di Sebastiano ve Mourtzakis, 2014; McArthur ve ark., 1999). Serbest
yag asitleri hiicre igerisine pasif diflizyonla ya da tasiyici proteinlerle tasmnirken,
sitoplazmadaki yag asitleri bir metabolik yolak icerisine girer ya da hiicre i¢i yag asidi

baglayici proteinlere baglanarak farkli organellere taginirlar (Ishimura ve ark., 2013).
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FABP’ler, geri doniisiimlii olarak doymus ve doymamis yag asitlerine baglanan
benzer molekiiler agirliklara sahip (14-15 kDa) sitoplazmik bir protein ailesidir
(Ishimura ve ark., 2013). Ik kez 1972 yilinda kesfedildiginden beri en az 12 iiyesi
oldugu belirlendi ve FABP’ler iki alt gruba ayrildi: bunlardan birincisi plazma membran
iliskili protein grubu (FABPpy) digeri sitoplazmik proteinler (FABPc) grubudur
(Ockner ve ark., 1972;Chmurzyiiska, 2006). FABP ailesinin tiim ftyeleri ilk
bulunduklar1 organa gore isimlendirildiler fakat bu proteinlerin ekspresyonu 6zel doku
ve hiicrelerle sinirli degildir. Ornegin, FABP1 (karaciger FABP) yalniz karacigerde
degil, ayn1 zamanda pankreas, barsak, akciger, mide ve bobreklerde de eksprese
olmaktadir. FABP5 (epidermal FABP) ise en ¢ok eksprese edilen FABP’lerden birisidir
ve deri, dil, adiposit, beyin, barsak, makrofaj, bobrek, akciger, karaciger, meme bezleri,
kalp, iskelet kasi, testis, retina, lens ve dalakta yaygm olarak eksprese edilmektedir
(Smathers ve Petersen, 2011).

FABP’lerin yapis1 X-ray kristalografi, niikleer manyetik rezonans ve diger
biyokimyasal yontemlerle ayrintili olarak incelenmistir. Bu protein ailesi, orta derecede
amino asit dizi homolojisi gostermekte (%20-70), ancak igiinciil yapilar1 yiiksek
derecede benzemektedir. Genellikle, FABP’ler on iplikli antiparalel B-fi¢1 yapisindan
olugmaktadir. FABP’ler arasindaki kiiciik yapisal farklilar, bu proteinlerin yag asitlerine
baglanma afinitelerini, ligand segiciliklerini ve baglanma mekanizmalarini
degistirmektedir (Chmurzyfiska, 2006). Ornegin, FABP1 yag asitlerinin biiyiik bir
cogunlugu icin baglanma afinitesi gosterirken, FABP7 ¢ok uzun zincirli yag asitleri i¢in
yiiksek derecede segicidir (Balendiran ve ark., 2000). FABP’lerin farkli biyolojik

fonksiyonlar1 belirlenmistir bunlar; yag asitlerinin spesifik organellere ve transkripsiyon
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diizenleyici yag asitlerinin ise niikleus icerisindeki PPAR’lara taginmasidir (Schachtrup
ve ark., 2004).

FABPS, orta ve uzun zincirli yag asitlerine yiiksek affinite ile baglanan
15kDa’luk sitozolik bir proteindir. FABPS geni, 8q21.13 bolgesinde lokalize olmaktadir

(Sekil 2.6.) (https://www.genecards.org).
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Sekil 2.6. FABP5 Geninin Genomik Lokalizasyonu (https://www.genecards.org)

Insan prostat kanseri hiicre hatlarinda ve prostat karsinoma dokusunda
FABP5’in yiiksek derecede eksprese oldugu bulunmustur. Metastatik olmayan benign
rat model hiicre hattinda (Rama 37) yapilan caligmalarda hiicre i¢erisine FABPS5 geni
transfer edildiginde primer timor biiyiimesinin ilerledigi ve metastazin uyarildigi
bulunmustur (Adamson ve ark., 2003). Ayrica, FABP5’in prostat ve meme
kanserlerinde malignant progresyona dahil oldugu ve in vivo deneylerde bu proteinin
ekspresyonundaki artisin  VEGF ekspresyonunu artirarak metastazi uyarabildigi
gosterilmistir (Jing ve ark.,2001; Chmurzynska, 2006). FABP5’in, potansiyel bir
prognostik marker olarak kabul edilmekte ve malignensinin baskilanmasi i¢in hedef gen

olarak gosterilmektedir (Morgan ve ark., 2008).


https://www.genecards.org/
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2.6. PEROKSIZOM PROLIFERATOR AKTIVE EDIiCi RESEPTOR D

Peroksizom proliferatdr aktive edici reseptorler olan PPARa, PPARPB/S ve
PPARY, yag asidi aktive edici transkripsiyon faktorleridir ve niikleer hormon reseptor
ailesinin tyesidirler (Michalik ve Wahli, 2007). PPAR’lar, spesifik DNA dizilerine
baglanabilmek icin tipki RAR’lar gibi RXR’ler ile heterodimerizasyona ihtiyag
duymaktadirlar. Heterodimer olusturan bu reseptorler spesifik peroksizom proliferasyon
cevap elementlerine (PPRE) baglanarak gen transkripsiyonunu diizenlemektedirler
(Lehrke ve Lazar, 2005). PPAR’lar, PPRE’den bagimsiz olarak da gen ekspresyonunu
diizenleyebilirler. PPAR’lar biiyiik bir T seklinde ligand baglayict cep icermektedirler
ve buraya yapisal olarak degisik sekillerdeki ligandlar baglanabilmektedirler.
Doymamis ve oksidize yag asitleri, nitro yag asitleri, prostoglandinler PPAR’larin
endojen ligandlar1 arasindadir (Castelli ve ark., 2018). Peroksizom proliferator aktive
edici reseptorler, lipit ve glukoz metabolizmasmnin en Onemli transkripsiyonel
diizenleyicilerindendir (Michalik ve Wabhli, 2007). Diyabetik retinopati, goz kurulugu,
yasla iliskili makiiler dejenerasyon, optik norit, tiroid géz hastaliklari, glukom ve okiiler
yaralanmalar gibi pek ¢ok goz hastaliginda PPAR’larin etkileri arastirilmistir. Oksidatif
stres ve inflamasyonun onemli oldugu okiiler patolojilerde PPAR’larin 6nemli
etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir. Pterjium ekzisyonundan sonraki yara iyilesmesi
siklikla asir1 fibrozise yol acarak niikse neden olmaktadir. Primer pterjiuma gore niiks
pterjiumda fibrovaskiiler biliylime ¢ok daha yogun olmaktadir. Yapilan g¢aligmalar,
PPARy ligand1 olan rosiglitazonun pterjium fibroblastlarinda etkili bir antifibrotik ajan
oldugunu gostermistir. Ancak, PPARY reseptor antagonisti GW9662 uygulandiginda
rosiglitazonun antifibrotik etkisinin tersine donmemesi bu ligandin PPARy’dan

bagimsiz olabilecegini de gostermektedir. Ayni zamanda Nuwormegbe ve ark.’lar1
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pterjium iizerinde yaptiklar1 ¢alismada rosiglitazonun a-SMA ve fibronektinin bazal
seviyesini azaltabilecegini bulmuslar bu ligandin pterjium tedavisi i¢in uygun bir ajan
olabilecegini ileri stirmiiglerdir (Nuwormegbe ve ark., 2017).

PPARP/S, korneal epitelyal hiicrelerde, retinanim i¢ niikleer tabakasinda, retinal
gangliyon hiicre tabakasinda, korneal fibroblastlarda ve korneal endotelyumda bol
miktarda eksprese edilmektedir. PPARD geni 6p21.31 bolgesinde lokalize olmaktadir
(Sekil 2.7.). PPARPB/d proteini 440 amino asit uzunlugunda 50 kDa agirligindadir

(https://www.genecards.org).
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Sekil 2.7. PPARD Geninin Genomik Lokalizasyonu

(https://www.genecards.orq)

PPARPB/6’nin gbzdeki etkisi ve gorevleri cok iyi bilinmemektedir. Ancak,
PPARPB/&’nin proanjiyogenik ve proinflamatuar etkilerine dair ¢ok sayida calisma
mevcuttur. PPARP/o, farkli hiicre tiplerinde anjiyogenezisi ve VEGF’yi uyarmaktadir.
Neovaskiilerizasyon siirecinin dahil oldugu gz hastaliklarinin tedavisiyle ilgili yapilan
deney modellerinde PPARP/S antogonistlerinin kullanigli olabilecegini ileri siiren
calismalar bulunmaktadir (Castelli ve ark., 2018). Ayni1 zamanda PPARP/6’nin korneal
epitelyal yaralarin iyilesme siiresince ekspresyonunun artmis oldugu rapor edilmistir
(Nakamura ve ark., 2012). Hem in vivo hem de in vitro deneylerde PPARpB/3’nin

aktivasyonunun endotelyal hiicre proliferasyonunu artirdigr bulunmustur (Gu ve ark.,
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2014). Epidermisin yara iyilesmesinde keratinosit hiicrelerinin hayatta kalma
stirecindeki en onemli transkripsiyonel diizenleyicilerden biri PPARB/S reseptoriidiir.
PPARP/o, anti-apoptotik yolaktaki PKBo/Aktl’in giiglii aktivasyonuyla integrin-
bagimli kinaz (ILK) ve 3-fosfoinozit-bagimhi kinaz-1 (PDK1)’i kodlayan genleri
dogrudan uyarmaktadir. Ayrica primer keratonosit kiiltiirlerde goriilen defektler sonucu
ortaya ¢ikan hiicresel adhezyon ve migrasyonda da PPARP/d gorevlidir (Michalik ve
Wahli, 2007). Hematopoietik kok hiicreler iizerine yapilan g¢alismalarda PPARP/S
agonistinin bu hiicrelerin migrasyonunu artirdigi bulunmustur. Ayni zamanda PPARJ/9,
fibroblastlardan miyofibroblastlara doniisiim siirecinde de gorevli bir reseptordiir (Park

ve ark., 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Materyal

CRABP2, FABP5 ve PPARD genlerinin mRNA ve protein ekspresyonlarini
analiz etmek icin Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
pterjium teshisi ile ameliyat edilen 30 adet pterjiumlu olgudan elde edilen dokular
caligmaya dahil edildi. Calismada cerrahi operasyon sirasinda alinan pterjium dokular1
ve her bir olgunun ayn1 géziine ait normal konjonktiva dokular1 kullanildi. Calisma igin
gerekli izin, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 15-KAEK-020 no’lu karar ile alindi. Calismaya dahil edilen hastalar
calisma hakkinda bilgilendirilerek sozlii ve yazili onay alindi. Cerrahi islem esnasinda
pterjium dokularmin bir kismi alinarak histopatolojik incelemeye gonderildi. Kalan
dokular ayrilarak farkli tiipler icerisinde sivi azot ile hizli bir sekilde
donduruldu.CRABP2, FABP5 ve PPARD genlerinin ekspresyon ve protein

miktarlarinin 6lgiilmesi islemlerinde kullanilmak tizere -80°C’de saklanda.

3.1.2. Cahsmada Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler

Calisma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana
Bilim Dali Laboratuvari’nda asagida belirtilen geregler kullanilarak gergeklestirildi.
Blotlama sistemi (Biorad, 1704150, ABD), dikey elektroforez seti (Biorad,

1658030, ABD), buzdolab1 (Arcelik, 570465 MB, Tiirkiye) calkalayici (ika, Almanya),
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etiiv (Memmert, Almanya), -20 °C derin dondurucu (Argelik, 2052DY, Tiirkiye), -80 °C
Derin Dondurucu (Nuaire, NU-9483E, ABD), gii¢ kaynagi (Biorad, 1645070, ABD).
Distile su cihaz1 (Elga-option Q7,ingiltere), hassas terazi (Kern ABT, WB0750631,
Almanya), manyetik karistirict (Velp Scientifica, F20520162, italya), mikrodalga firin
(Argelik, MD554, Tiirkiye), homojenizator (Next Advance Storme 24, BBY24M-CE,
ABD), plate (Applied Biosystems, 4346907, Ingiltere). Otoklav (HMC, HV2S5,
Almanya), pH metre (Hanna Instruments, HI2020W, ABD), plate yapistirici (Applied
Biosystems, 201405092, Ingiltere), qubit 2.0 Fluormeter (invitrogen by life
teknotologies, Avusturalya), Real-Time PZR cihaz1 (Appiled Biosystems, Ingiltere),
otomatik pipetler (Gilson, Fransa), Santrifiij (Hettich, D78532, Almanya), vorteks (Velp
Scientifica, F20220176, Italya), termal dongii cihazi (Techne, Ingiltere), sogutmali

santrifiij (Hettich, Almanya). Cam sise, beher, balon joje, baget, steril eldiven.

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Gen ekspresyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve kitler;
RNA mini purification Kiti (Thermo, Katalog No: 12183018A, ABD), B-merkaptoetanol
(Merck, Almanya), RNA izolasyon Kiti (Thermo, Katolog No: 12183018A, ABD),
RNaz Zap (Thermo, Katolog No: AM9780, ABD), etanol (Sigma-Aldrich Katalog No:
E7023, ABD), qubit RNA HS-Assay kiti (Invitrogen Katalog No: Q32852, ABD),
cDNA sentez Kiti (GeneAll, Hyperscript, First strand synthesis kit Katalog no: 601-005,
Kore), qubit ssDNA assay kiti (Invitrogen Katalog No: Q10212, ABD), SYBR green
PZR master miks (Applied Biosystems Life Technologies, Katalog No:A25742, ABD),

primerler (Sentegen Biyoteknoloji, Tiirkiye).
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Protein miktarmin belirlenmesi i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve kitler;
GeneAll proteinEXTM animal cell/tissue (Cat. N0:701-001, Giiney Kore) Kiti, proteaz
inhibitér kokteyli (Santa Cruz Biotechnology Katalog No: SC-29130, ABD), Qubit
protein assay Kiti (Invitrogen Katalog No: Q33212, ABD), NuPAGE LDS &rnek
soliisyonu (Thermo Katalog No: NP0008, ABD), NUPAGE indirgeyici ajan (Thermo
Katalog No: NP0004, ABD), bis-tris gradient jel (Invitrogen NP0321Box, ABD),
marker (NZytech Katalog No: MB09002, Portekiz), running soliisyonu (ThermoFisher,
NP0002, ABD), ponceu (Sigma-Aldrich, Katalog No: P7170-1L, ABD), nitroseliiloz
membrana (Invitrogen, ABD),western blot breeze kit (invitrogen, Kromojenik
Immunodeteksiyon Sistem, Rabbit Primer Antikor Katolog No:WB7105), primer

antikorlar (Cell Signaling, Hollanda, Elabscience, ABD).

3.1.4. Cahsmada Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanisi

LYS Soliisyonu: LYS (400uL) ve p-merkaptoetanol LYS’nin %1°i olacak
sekilde (4uL) hazirlandi.

20X MES Soliisyonu (Running Soliisyonu): 1X olarak hazirlandu.

Blokking Soliisyonu: Western breeze kit igeriginde bulunan soliisyon A’dan 2

ml, soliisyon B’den 3 ml, distile sudan 5 ml olacak sekilde hazirlandi.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Dokularin Histopatolojik incelemesi

Pterjium dokularmin histopatolojik incelemesi, Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Ana Bilim Dali Laboratuvari’nda
gerceklestirildi. Biyopsi materyalleri %10’luk formalin soliisyonu igerisinde 24 saat
tespit edildikten sonra doku takip islemine alindi. Doku takip islemi otomatik doku
takip cithazinda gerceklestirildi. Doku takip islemi tamamlandiktan sonra doku 6rnekleri
paraffin bloklar haline getirilerek ve mikrotomda 4 mikrometre kalinhiginda kesit
alinarak hematoksilen-eozin boyasi ile boyandi. Hazirlanan preperatlar mikroskop
altinda incelendi ve konjonktiva epiteli ile Ortiilii fibroblastik stromal alanlar icerisinde
karisik halde endotel hiicre proliferasyonundan olusan kapiller vaskiiler proliferasyon

alanlarinin goriilmesi ile pterjium tanisi histopatolojik olarak dogrulandi.

3.2.2. Dokulardan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu RNA mini purifikasyon kiti (Thermo, ABD) kullanilarak
firetici firmanm protokoliine uygun sekilde yapildi. Izolasyon islemi asagida belirtildigi
sekilde gerceklestirildi.

» Pterjium ve normal konjonktiva dokularimdan yaklasik 20-25 mg Ornek
kullanilarak buz iizerinde bistiirii yardimiyla pargalanda.
» Parcalanan dokularin iizerine 400 ul LY'S buffer ve doku hacmi kadar ¢elik bilye

eklenerek homojenizatorde 10,000 x g’de 5 dk santrifiij edildi. Homojenizasyon



39

islemi tamamlandiktan sonra bilyeler uzaklastirildi ve homojenat ytiksek hizda 5
dk. daha santrifiij edildi.

» Santriflij sonrasi slipernatan temiz bir tiipe alind1 ve esit hacimde %70’lik etanol
eklendi. Elde edilen lizat vortekslenip mini spin kolona aktarildi. 11,500 x g’de
15 sn. oda 1s1sinda santrifiij edildi.

» Toplama tiipleri yenilendi ve 700 pul yikama tamponu 1 eklendi. 11,500 x g’de
15 sn. oda 1s1sinda santrifiij edildi.

» Toplama tiipleri yenilendi ve 500 ul yikama tamponu 2 eklendi.11,500 x g’de 15
sn. oda 1s1sinda santrifiij edildi. Bu basamak tekrar uygulandi.

» Spin kolonun tamamen yikama tamponlarindan armdirilmasi i¢in 11,500 x g’de
1-2 dk. daha oda 1sisinda santrifiij edildi.

» Spin kolonlar etiketlenmis steril 1.5ml’lik ependorflarin igine alindu.

» Spin kolonun tizerine 30 ul elution tamponu eklendi ve 1 dk. oda 1sisinda
bekledikten sonra, yiiksek hizda 2 dk. oda 1sisinda santrifiij edildi.

» Elde edilen RNA 6rneklerinin kalitatif ve kantitatif incelemeleri yapildi.

3.2.3. izole Edilen RNA’min Kalitatif ve Kantitatif Tayini

[zolasyon sonrasinda RNA’nin konsantrasyonu, Qubit™ RNA HS assay Kiti
(Invitrogen, ABD) kullanilarak Qubit® 2.0 Fluorometer cihaz1 (Life Technologies,
ABD) ile belirlendi ve deger araliklar: 1.8 ile 2.00 arasinda bulundu. Izole edilen total
RNA’larm kalitatif degerlendirmesi igin elde edilen RNA 6rnekleri %1°lik agaroz jelde

90 V'da yiiriitiildii.
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3.2.4. cDNA Sentezi

Izole edilen total RNA orneklerinden Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu, RT-PZR) metodu
kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi. RT-PZR isleminde GeneAll cDNA sentez Kiti
(Giiney Kore) kullanildi. cDNA sentezi iki asamada gergeklestirildi. Birinci asama
isleminde Tablo 3.1.’de gosterilen bilesenler eklendikten sonra 6rnekler 65°C’de 5 dk.
PZR cihazinda inkiibe edildi. Daha sonra 6rnekler buz iizerine alinarak 1 dk. inkiibe

edildi.

Tablo 3.1. cDNA Sentezinde 1. Asamada Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

Bilesenler Miktar (1X)
dH,0 6,5 ul

Oligo dT 0,75 ul
Random Hekzamer 0,75 ul
dNTP 1 pl

Total RNA 5ul

Total Hacim 14ul

Ikinci asamada, Tablo 3.2°de gosterilen bilesenler 6rnekler iizerine eklendikten
sonra 55°C°de 1 saat, 95°C’de 5 dk. termal dongii cihazinda (Techne, Ingiltere) inkiibe
edildikten sonra ger¢ek zamanli PZR analizleri i¢in CDNA’larin konsantrasyonlarinin

Ol¢iilmesi islemine gegildi.
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Tablo 3.2. cDNA Sentezinde Kullanilan 2. Asama Bilesenler ve Miktarlari

Bilesenler Miktar (1X)
RTaz Reaksiyon Tamponu (10x) 2 ul
DTT (0.1 M) 2 ul
Reverse Transkriptaz (200U/u€) 1ul
RNaz inhibitor 1pul
Total Hacim 6 ul

3.2.5. cDNA Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Pterjlum ve konjonktiva dokularmna ait cDNA’larin konsantrasyonu, Qubit™
ssDNA Assay Kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak Qubit® 2.0 Fluorometer cihazinda
(Life Technologies, ABD) belirlendi ve deger araliklar1 10.2 ng ile 18.6 ng arasinda
bulundu. Her bir reaksiyon 60 ng olacak sekilde ayarlandi ve cDNA 6rnekleri kisa siire

icinde kullanilacaksa -20°C’de, uzun siire i¢erisinde kullanilacak ise -80°C’de sakland.

3.2.6. Ger¢ek Zamanh PZR

CRABP2, FABP5 ve PPARD genlerin ifade analizleri, SYBR Green temelli
kantitatif gergek zamanli PZR (Real-Time PZR) metodu kullanilarak Applied
Biosystems StepOnePlus cihazinda (Appiled Biosystems, Ingiltere) yapildi.

Gergek zamanli PZR, 1980’lerde Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir. Bu

yontem bir milyardan daha fazla sayida kiiciik DNA parcasini amplifiye etmeye izin
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verir. Ger¢ek zamanli PZR ile 6rnek igerisindeki spesifik hedef dizi amplifiye edilirken
floresans yardimiyla amplifikasyon asamasi es zamanli olarak monitorize edilmektedir
(Seifi ve ark., 2012). PZR fiiriniiniin miktarin1 belirlemek i¢in birkag yaklagim
bulunmustur. Bunlardan en popiileri PZR {iriiniine spesifik olarak etiketlenmis TagMan
probunun hibridizasyonudur. Diger bir yaklasim ise PZR iiriinii icerisine floresans bir
boya olan SYBR-Green 1’in baglanmasini temel almaktadir (Ponchel ve ark., 2003).
SYBR Green I boyas1 6zgiil olmayan PZR f{iriinleri ve primer dimerleri gibi ¢ift zincirli
DNA molekiillerine de baglanabilir. Bu nedenle olusan floresans artis1 daima 6zgiil bir
amplifikasyonu gdstermeyebilir. Ger¢cek zamanli PZR cihazlarinda 6zgiil olmayan
amplifikasyon {iriinlerinin ve primer dimer olusumlarinin belirlenmesi i¢in “melting
curve” (erime egrisi) analizi yapilabilmektedir. Amplifikasyon siiresince esik dongii
degeri (threshold cycle = Ct) PZR iirtiniindeki ilk anlamli artisin oldugu noktayi

gostermektedir (Seifi ve ark., 2012).

3.2.6.1. Standart Egri ve Amplifikasyon Verimliligi

Ornekler arasinda giivenli bir karsilastirma yapabilmek igin amplifikasyon
verimliliginin (E) hesaplanmas1 &nemli bir asamadir. Orneklerin karsilastirmali
ifadelenme diizeyinin hesaplanmasinda bu yontem kullanilmaktadir. Amplifikasyon
verimliligi hem hedef gen hem de referans gen igin %100 olursa, 2" formiilii
kullanilabilir (Pfaffl 2001).

ACt = [(EHedef) ACtHedef (Kontrol-Ornek) | (EReferans) ACtReferans (Kontrol-Omek)]
E=p(-Vegim)
Her bir hedef gen ve referans gen icin, farkli konsantrasyonlarda cDNA

(1/10:1/100:1/1000 ve 1/10000) ornekleri hazirlanarak seri dilusyon yapildi, her bir
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ornek 3’er kez tekrar edildi. Applied Biosystems StepOnePlus cihazinda standart egri

tizerinden amplifikasyon verimliligi hesapland.

3.2.6.2. CRABP2, FABPS5 ve PPARD Genlerinin Ifade Analizi

Amplifikasyon verimlilikleri hesaplandiktan sonra cDNA ve standart ornekler,
Applied Biosystems StepOnePlus cihazinda 3 tekrarl olarak ¢alisildi ve Ct ortalamalari

alind1. Gergek zamanli PZR primerleri Tablo 3.3.’te verildi.

Tablo 3.3. Gergek Zamanli PZR Isleminde Kullanilan Primerler ve Sekanslari

OLIGO ADI SEKANS

FABP5/F 5’ AAGCCAGATTGTATCATCAC3’
FABP5/R 5’ ACACTCCACCACTAATTTCC3’
CRABP2/F 5’"GCAGTGGAGATCAAACAGGA3’
CRABP2/R 5"TTCTCACTCTCCCATTTCACC3’
PPARD/F 5’GCCTCTTCCTCAACGACCAG3’
PPARD/R 5’ ATATCACTGAAGGGTTTGCGG3’
GAPDH/F 5’ AGCCACATCGCTGAGACA3’
GAPDH/R 5"GCCCAATACGACCAAATCC3’

Calismanin dogrulugu ve gilivenilirligi i¢in, housekeeping gen olarak; gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni, negatif kontrol olarak igerisinde ¢cDNA kalibi
icermeyen PZR karigimi kullanild1 ve son olarak pozitif kontrol i¢in 6nceden sonucu iyi
c¢ikan bir 6rnek kullanildi. Toplam hacim 20 pl olacak sekilde distile su ile ayarlandu.

Calismada kullanilan PZR bilesenleri Tablo 3.4.’de verildi.
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Tablo 3.4. Ger¢ek Zamanh PZR Bilesenleri

PZR BILESENLERI Miktar (1X)

F(10pm)

ROX 2l

d H,O X (20 ul’ye tamamlandr)

Gergek zamanli PZR karisimlar1 hazirlandiktan sonra 96 6rneklik plakalara esit
hacimlerde dagitild1 ve lizerlerine CDNA 6rnekleri eklendi. Tablo 3.5°te belirtilen PZR
programi kullanildi. Erime egrisi analizi i¢in ise Tablo 3.6’da belirtilen PZR programi

kullanild.

Tablo 3.5. Ger¢ek Zamanhi PZR Kosulu

95°C 10 dk

60°C 45 sn

Tablo 3.6. Erime Egrisi PZR Kosulu

95°C 15sn

95°C 15 sn
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CRABP2, FABP5 ve PPARD genlerinin ifade diizeyleri, 2722t metodu
kullanilarak hesapland1 ve pterjium dokusunda normal konjonktiva dokusuna gore
genlerin ekspresyonunun kag¢ kat degistigi bulundu (Livak ve Schmittgen., 2001).
Hesaplama igsleminde asagida belirtilen yol izlendi.

2744Ct metodu;

ACt (Pterjium Dokusu): Hedef Gen (CTort)-Referans Gen (CTort)
ACt (Konjonktiva Dokusu): Hedef Gen (CTort)-Referans Gen (CTort)
AACt: ACt (Pterjium Dokusu) - ACt (Konjonktiva Dokusu)

2-AACt.

Degeri ise bunun logaritmik olarak kat degisikligini

gostermektedir.

Ilgili genlere ait her bir pterjium doku érneginin konjonktiva dokusuna gore kat

degisikligi bulunup ortalama degerleri alindu.

3.2.7. Protein Izolasyonu

GeneAll ProteinEx™ Animal cell/tissue kiti (GeneAll, Giiney Kore) kullanilarak

iiretici firmanin protokoliine uygun sekilde protein izolasyonu yapildi.
» Dokular bisturi ile ufak parcalara ayrildiktan sonra 250ul ProteinEx
soliisyonu, 2,5 ul proteaz inhibitdr kokteyli ve drneklerin biiytlikliigline

bagl olarak celik bilye eklenerek homojenizator cihazina yerlestirildi.
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Ornekler yeterince pargalanincaya kadar homojenize edildi. Daha sonra
bilyeler uzaklastirild1.

» Sogutmali santrifiijde 16.000 x g, 4°C de 10 dk. santrifiij edildi.

» Siipernatant yeni bir ependorf tiipline alinarak izolasyon islemi
tamamlandi.

> Sonrasinda protein rnekleri -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.8. Protein Miktarimin Ol¢iilmesi

Protein konsantrasyonu, Qubit Protein Assay Kit (invitrogen Q33212, ABD)
yardimi ile Qubit® 2.0 Fluorometer cihazi1 (Life Technologies PN Q32866, ABD) ile

saptandi.

3.2.9. Western Blot Analizi

Western blot, molekiiler ve hiicre biyolojisi alaninda kullanilan ¢ok 6nemli bir
tekniktir. Bu yontemle hiicrelerden elde edilen protein karigimlarindan istenilen protein
ayristirilabilir ve miktar1 tayin edilebilir. Western blot 3 asamada gerceklestirilmektedir;

» Asama 1°de, jel elektroforezi yardimiyla proteinler molekiiler
agirliklarina gore ayrilirlar.

» Asama 2’de, her protein i¢in olusan bantlar nitroselilloz veya PVDF
membrana transfer edilir.

» Asama 3’de, primer ve sekonder antikorlar kullanilarak hedef protein
isaretlenir. Ilgili protein ile baglanmayan antikorlar uzaklastirilir. Daha

sonra proteinlerin gériintiilemesi yapilir (Tahrin ve Ping-Chang, 2012).
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3.2.9.1. CRABP2, FABP5 ve PPARD Proteinlerinin Analizi

Jele yiikklenmesi gereken minimum miktari, Qubitte Olciilen protein miktarina
boliip (A degeri) elde edildi. A degeri kadar protein ul cinsinden mikrosantrifiij tlipline
ilave edildi. A degeri 6,5 ul degerine boliindii (B degeri) bulundu. B degerini 2,5 ile
carpip (C degeri) elde edildi. 0,5 ml mikrosantrifiij tiipiine C degeri kadar NuPAGE®
LDS Sample Buffer (4X) ilave edildi. B degeri kadar NuPAGE® Reducing agent (10X)
eklendi (Tablo 3.7.). Hazirladigimiz 6rnekler 70°C’de 10 dk denatiire edildi. Denatiire

edildikten sonra 6rnekler 2 dk buz tizerinde inkiibe edildi.

Tablo 3.7. Protein Orneklerinin Hazirlanmasinda Kullanilan Reaktifler ve Miktarlar

REAKTIF MIKTAR

Ornek A DEGERI

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) C DEGERI (B DEGERI x 2,5)
NuPAGE® Reducing agent (10X) B DEGERI (A DEGERI/6,5)
Deiyonize Su X

Jel kasetindeki ilk kuyucuga 8ul marker (NZY Colour Protein Marker II) ve
kalan kuyucuklara her bir 6rnekten hazirlanan 50ug (total protein miktar1 esitlendikten
sonra 50 ug protein igerecek sekilde hesaplanmistir) protein 6rnegi %4-12’lik Bis-Tris
Gradient jele (Invitrogen NP0321Box, ABD) yiiklendi. Jel 120 V’da 50 dk yiiriitiildii.
Protein ornekleri SDS-PAGE’e tabii tutulduktan sonra nitroseliiloz membrana
(Invitrogen, ABD) aktarildi. Transfer isleminin basarili olup olmadigmi anlayabilmek
icin membran Ponceu ile boyandi. Proteinler goriildiikten sonra membran ponceudan

yikayarak uzaklastirildi. Bu islemden sonra Western Breeze kiti kullanildi (Invitrogen,
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Chromogenic Immunodetection System, AntiRabbit Primary Antibody Cat:WB7105)
ve (Invitrogen, Chromogenic Immunodetection System, AntiMouse Primary Antibody
Cat:WB7103). Proteinleri iceren membran bloklama soliisyonunda (Invitrogen, ABD)
oda sicakliginda 1 saat calkalayicida bekletildi. Yikama islemleri sonrasinda, her
protein i¢in belirli oranlarda sulandirilmis primer antikor eklendi ve membran overnight
bekletildi. Calismada kullanilan primer antikorlar ve 6zellikleri Tablo 3.8.’de verildi.
Internal kontrol olarak GAPDH proteini kullanildi. Inkiibasyon sonrasinda antikor
yikama soliisyonu (Invitrogen, ABD) ile membran yikandi. Yikama islemi sonrasinda
membran alkalin fosfataz konjuge sekonder antikor soliisyonu (Invitrogen, ABD) ile 1
saat muamele edildi. Membran antikor yikama soliisyonu ve distile su ile yikandi. Sml
kromojenik substurat (Invitrogen, ABD) eklendi ve ¢alkalayicida 20 dk inkiibe edildi.
Bantlar goriintiilenebilir hale geldikten sonra reaksiyonu durdurmak i¢in 2X2 dk 10 ml
distile su ile yikama yapildi. Bant goriintilleri kamera yardimi ile almip JPEG

formatinda bilgisayar ortamma aktarildi ve sonuglar image J programinda analiz edildi.

Tablo 3.8. Western Blot isleminde Kullanilan Antikorlar ve Ozellikleri

Antikor Ad1 Molekiiler Agirhgi Kaynag
PPARD (Kat. No. ESAP13086) 50 kDa Rabbit
FABP5 (Kat. No. ESAP3833) 15 kDa Rabbit
CRABP2 (Kat. No. ESAP12341) 16 kDa Rabbit

GAPDH (Kat. No. 2118S) 37 kDa Rabbit
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3.2.10. Verilerin istatistik Analizi

Bu caligma siiresince yapilan tiim degerlendirmelerde, ayni hastanin ayni goziine
ait pterjium dokusu verileri ile normal konjonktiva dokusu verileri birbirlerine
oranlanmistir. Pterjiyum dokusu ve normal konjonktiva dokularmdaki CRABP2,
FABP5 ve PPARD genlerinin ekspresyon miktarlari step one software v2.3 programi ile
kantite adildi. CRABP2, FABP5 ve PPARD genlerinin verileri GAPDH geniyle
normalize edilip 22" formiiliinden ¢ikan verilerle istatistiksel analiz gerceklestirildi.
Protein bantlar1 ImageJ programi kullanilarak analiz edildi. Ekspresyon ve protein
verilerinin istatistiksel analiz SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yazilimi
kullanilarak yapildi. Tiim veriler ortalama + SEM ve ortanca degerler olarak verildi.
Student t testi ve Mann-Whitney U testi ile verilerin anlamlilik diizeyleri analiz edildi.
Yas, cinsiyet gibi Ozellikler arasindaki iligkinin belirlenmesi amaci ile SPSS programi
kullamild1 ve tiim analizler igin y2 testi yapildi. Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak
0,05 kabul edilmis olup, p<0,05 ise anlamli, p>0,05 ise farklilik olmadig1 yoniinde

degerlendirme yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. CALISMA GRUPLARI

30 pterjiumlu olgudan alinan dokulardan 25 tanesi primer pterjium (%83,3) ve 5
tanesi de niiks pterjiyum (%16,7) olmak {izere iki gruba ayrildi. Ayni zamanda
pterjiumlu olgularin ayni géziinden olmak iizere 30 tane normal konjonktiva dokusu
almdi. Primer pterjiumlu gruptaki hastalarin 17°s1 (%68) erkek, 8’1 (%32) kadm ve yas
ortalamasi 58.16+8.65 bulundu. Niiks pterjlumlu gruptaki hastalarm ise 4’ (%380)

erkek, 1’1 (%20) kadin ve yas ortalamas1 58.20+7.29 bulundu.

4.2. HISTOPATOLOJIK INCELEME

Konjonktiva epiteli alt1 stromal alanlarda ¢ok sayida konjesyone ektazik kapiller

vaskiiler yapilardan olusan pterjium dokusuna ait histopatolojik goriintii asagida verildi

(Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Pterjium Dokusuna Ait Histopatolojik Goriintii (HE, X100)
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4.3. REAL TiME-PZR

4.3.1. Pterjium ve Konjonktiva Dokularindan Elde Edilen Total RNA’larin

Kalitatif incelenmesi

Total RNA’larin kalitatif degerlendirmesi icin elde edilen RNA’lar %1’ lik

agaroz jelde ve 90 V’da yuritiildi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Pterjium ve Normal Konjonktiva Dokularindan Elde Edilen Total

RNA’larin Jel Goruntisi

4.3.2. Standart Egri ve Amplifikasyon Verimliligi Inceleme Sonucu

Elde edilen standart egrilerin R? degerinin, 0.98 degerinden biiyiik oldugu ve
amplifikasyon verimliliklerinin ise %90-110 arasinda oldugu degerler kabul edildi (Al-
Shanti ve ark., 2009). Hedef ve referans genlerinin amplifikasyon verimliliginde higbir
engelleyici etki gozlenmedi (E=2.0) (Sekil 4.3.-4.6.).Tim genler i¢in hesaplama

islemlerinde 2" formiilii kullanildu.
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4.3.3. Real Time-PZR Sonuglari
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Real Time-PZR reaksiyonu sonucunda her gen i¢in amplifikasyon egrileri ve

erime pikleri gozlendi (Sekil 4.7.-4.10.).
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Ampification Pict
225,000 4

175,000 {
140,000 ¢
& 129,000 ¢
100,000 +
75000 ¢
20000 1
25000 ¢

Z X X 3 D R M X N O Q u a

Cycle

Mot Settings

Piot Dodvative Reporter ~  Target CIAD ~  Color Wen -

1) Savwe Current settings s the defauit

(=9 b B =
Melt Curve
=
_. oo 1
& roco o i\
0000 0 J \
. e 1\
2. w0oes 0 \
¥ oewme / \
- e © / \
Vo O - =1
e o roe rne o o "o = - o "o
B Yemgavatse 0>
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4.3.4. Real Time-PZR Sonuclariin istatistiksel Analizi

Primer pterjium, niiks pterjium ve normal konjonktiva dokularindaki CRABP2,
FABP5 ve PPARD genlerinin gRT-PZR sonuglar1 step one software v2.3 programu ile
kantite edildi. CRABP2, FABP5 ve PPARD genlerinin verileri GAPDH geniyle
normalize edilip kat degisikliginin hesaplanmasmda 22" formiilii kullanildi. Bu
islemden c¢ikan verilerle istatistiksel analiz gergeklestirildi. Tiim veriler ort=SEM ve
ortanca olarak verildi. Sonuglarin analizi 0,9 — 1,1 araligina gore yapildi. 0,9’dan diisiik
olan degerlerde normal konjonktiva dokusuna oranla pterjium dokusunda ilgili geninin
ifade diizeyinin azaldigi, 0,9-1,1 araliginda ise normal konjonktiva dokusuyla
karsilastirildiginda degismedigi ve 1,1 degerinden yiiksek degerlerde ise normal

konjonktiva dokusuna oranla genin ifadesinde bir artig oldugu kabul edildi (Schmittgen



57

ve Livak 2008). CRABP2, FABP5 ve PPARD genlerinin ekspresyon seviyeleri 244
formiiliine gore, sirasiyla incelendiginde;

CRABP2  geninin  ekspresyon  seviyesi konjonktiva  dokusuyla
karsilastirildiginda, primer pterjium dokusunda (1,03+0,22- kat degisikligi, p=0,895)
degisim olmadigi, niiks pterjium dokusunda ise (0,71+0,39-kat degisikligi, p=0,577)
azalma oldugu saptandi (Sekil 4.11.).

FABPS geninin ekspresyon seviyesi konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda,
primer pterjium dokusunda (1,02+0,19-kat degisikligi, p=0,917) degisim olmadigi, niiks
pterjium dokusunda ise (0,88+0,43-kat degisikligi, p=0,577) azalma oldugu saptandi
(Sekil 4.12.).

Primer ve niiks pterjiyum dokular1 arasinda CRABP2 ve FABP5 genlerinin
ekspresyon miktarlar1 arasinda bir fark goriilmedi (sirasiyla, p=0,551, p=764).

PPARD geninin ekspresyon seviyesi konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda,
hem primer pterjium dokusunda (1,08+0,28- kat degisikligi, p=0,784) hem de niiks
pterjium dokusunda (1,10+0,71-kat degisikligi, p=0,095) degisim olmadig1 saptandi
(Sekil 4.13.).

CRABP2 geninin  FABP5 genine oram1  konjonktiva  dokusuyla
karsilastirildiginda, primer pterjium dokusunda (1,00-kat degisikligi) degisim olmadigi,
nilks etmis pterjium dokusunda ise (0,81-kat degisikligi) oraninda azalma oldugu

saptand1 (Sekil 4.14.), (Tablo 4.1.).
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CRABP2

Z-AACt

& CRABP2

Primer Pterjium Niiks Pterjium

Sekil 4.11. Primer ve Niiks Pterjium Dokulari Normal Konjonktiva Dokular Ile

Karsilastirildiginda CRABP2 Geninin Ekspresyon Seviyesi Grafigi.

Cubuk grafik, primer pterjium (N=25) ve niiks pterjium (N=5) dokular1 normal
konjonktiva dokulari ile kiyaslandiginda CRABP2 geninin ekspresyon seviyesindeki kat
degisikligini gostermektedir. CRABP2 geninin relatif kantifikasyon seviyesi qRT-PZR
yontemi  kullanilarak  6l¢iildii. CRABP2 geninin kantifikasyon verilerinin
normalizasyonunda housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi. Cubuk grafigin

yiiksekligi ortalama degerleri hata gubuklari ise standart hata oranini temsil etmektedir.
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Sekil 4.12. Primer ve Niiks Pterjium Dokular1 Normal Konjonktiva Dokular1 Ile

Karsilastirildiginda FABPS Geninin Ekspresyon Seviyesi Grafigi.

Cubuk grafik primer pterjium (N=25) ve niiks pterjium (N=5) dokular1 normal
konjonktiva dokulari ile kiyaslandiginda FABPS5 geninin ekspresyon seviyesindeki kat
degisikligini gostermektedir. FABPS geninin relatif kantifikasyon seviyesi qRT-PZR
yontemi  kullanilarak  6l¢iildii. FABP5 geninin kantifikasyon verilerinin
normalizasyonunda housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi. Cubuk grafigin

yiiksekligi ortalama degerleri, hata gubuklar1 ise standart hata oranin1 temsil etmektedir.
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Sekil 4.13. Primer ve Niiks Pterjium Dokular1 Normal Konjonktiva Dokulari Ile

Karsilastirildiginda PPARD Geninin Ekspresyon Seviyesi Grafigi.

Cubuk grafik primer pterjium (N=25) ve niiks pterjium (N=5) dokular1 normal
konjonktiva dokulari ile kiyaslandiginda PPARD geninin ekspresyon seviyesindeki kat
degisikligini gostermektedir. PPARD geninin relatif kantifikasyon seviyesi qRT-PZR
yontemi  kullanilarak  6lgildii. PPARD geninin kantifikasyon verilerinin
normalizasyonunda housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi. Cubuk grafigin

yiiksekligi ortalama degerleri, hata gubuklar1 ise standart hata oranin1 temsil etmektedir.
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Sekil 4.14. Primer ve Niiks Pterjium Dokular1 Normal Konjonktiva Dokulari ile

Karsilastirildiginda CRABP2/FABP5 Ekspresyon Seviyesi Grafigi.

Cubuk grafik, primer pterjium (N=25) ve niiks pterjium (N=5) dokular1 normal
konjonktiva dokulari ile kiyaslandiginda CRABP2/FABPS ekspresyon seviyesindeki kat
degisikligini gostermektedir. CRABP2 ve FABPS5 genlerinin relatif kantifikasyon
seviyeleri qRT-PZR yontemi kullanilarak ol¢iildi. CRABP2 ve FABPS5 genlerinin
kantifikasyon verilerinin normalizasyonunda housekeeping gen olarak GAPDH
kullanildi. Cubuk grafigin yiiksekligi ortalama degerleri temsil etmektedir.

CRABP2 ve FABP5 genlerinin ekspresyon paternleri, primer ve niiks pterjium
dokular1 incelendiginde; primer pterjium dokularmin %36’smmda CRABP2|/FABPS5]
(9/25), %12’sinde CRABP2 |/FABP51 (3/25), %16’sinda CRABP21/FABPS5| (4/25),
%20’sinde CRABP21/FABP51 (5/25), %8’inde CRABP21/FABPS5- (2/25) ve %8’inde
CRABP2 |/FABPS5- (2/25) paterni sergilemektedir. Niiks pterjium dokularinin %40’ inda
ise CRABP2|/FABP5| (2/5), %?20’sinde CRABP2|/FABP51 (1/5), %20’sinde
CRABP21/FABP5| (1/5) ve %?20’sinde CRABP21/FABP51 (1/5) paterni

sergilemektedir (1:artis; |:azalis; -:degisim yok) (Sekil 4.15-4.16).
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Primer Pterjium ve Normal Konjonktiva Dokular1 Karsilastirildiginda

FABP5 Genlerinin Ekspresyon Paternlerinin  Dagilim  Grafigi.

%20

%20

Niiks Pterjium

— CRABP2.,/FABP54,

%wao * CRABP2.,/FABP5

i CRABP2/FABP5,

- CRABP2/FABP5

%20

Sekil 4.16. Niiks Pterjium ve Normal Konjonktiva Dokular1 Karsilastirildiginda

CRABP2 ve

T:upregiile, |:downregiile

FABP5 Genlerinin Ekspresyon Paternlerinin  Dagilim  Grafigi.




Tablo 4.1. Primer ve Niiks Pterjium Dokular1 Normal Konjonktiva Dokulariyla
Karsilastirildiginda CRABP2, FABPS5 ve PPARD Genlerinin mRNA Ekspresyon

Seviyelerinin Istatistiksel Analizi

Gen Adi CRABP2 FABP5 PPARD

(ort+=SEM) (ort+SEM) (ort=SEM)

Normal Konjonktiva (N=25) 1 1 1

Gen Adi CRABP2 FABP5 PPARD

(medyan) (medyan) (medyan)

Normal Konjonktiva (N=5) 1 1 1

p 0,577 0,577 0,095

(Tiim degerler ort=SEM ve medyan seklinde verildi. Istatistiksel olarak anlamli olan veriler

koyu olarak ifade edildi)
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4.4, WESTERN BLOT

Primer pterjium, niiks pterjium ve normal konjonktiva dokularindaki CRABP2,
FABP5 ve PPARD proteinlerinin miktarlari western blot yontemiyle belirlendi.

Normalizator olarak GAPDH proteini kullanildi (Sekil 4.17.).

CRABP2 16kDa
FABPS o
PPARD e

3 4 5 6 7 8

_-—-u* 37 kDa
P K P K P

1 2
GaDH WD S

P K

Sekil 4.17. Primer ve Niiks Pterjium Dokular1 Normal Konjonktiva Dokulariyla

Karsilastirildiginda CRABP2, FABPS5 ve PPARD Proteinlerinin Seviyeleri.

4.4.1. Western Blot Sonuclarmin Istatistiksel Analizi

CRABP2, FABP5 ve PPARD proteinlerinin verileri GAPDH proteini ile
normalize edildi. Tiim veriler ortSEM ve medyan olarak verildi. Sonuglarin analizi 0,9
— 1,1 araligma gore yapildi. 0,9’dan diisiik olan degerlerde normal konjonktiva

dokusuna oranla pterjium dokularinda ilgili proteinin diizeyinin azaldigi, 0,9-1,1
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araliginda ise normal konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda degismedigi ve 1,1
degerinden yiliksek degerlerde ise normal konjonktiva dokusuna oranla proteinin
miktarinda bir artis oldugu kabul edildi. Protein verilerinin istatistiksel analizi SPSS
16.0 yazilimi kullanilarak yapildi. Student t testi ve Mann-Whitney U testi ile verilerin
anlamlilik diizeyleri analiz edildi. Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak 0,05 kabul
edilmis olup, p<0,05 ise anlamli, p>0,05 ise farklilik olmadig1 yoniinde degerlendirme
yapildi.

FABPS protein seviyesi konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda, primer
pterjium dokusunda (0,91+0,08-kat degisikligi, p=0,258) degisim olmadigi, niiks etmis
pterjium dokusunda ise (0,76+0,13-kat degisikligi, p=0,095) azalma oldugu saptand:.

CRABP2 protein seviyesi konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda, primer
pterjium dokusunda (0,97+0,08- kat degisikligi, p=0,679) degisim olmadigi, niiks etmis
pterjium dokusunda ise (0,63+0,14-kat degisikligi, p=0,095) azalma oldugu saptand:.

PPARD protein seviyesi konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda, hem primer
pterjium dokusunda (0,94+0,06- kat degisikligi, p=0,272) hem niiks etmis pterjium
dokusunda (0,97+0,19-kat degisikligi, p=0,577) degisim olmadig1 saptandi.

CRABP2 proteininin ve FABP5 protein seviyesine orani primer pterjium
dokusunda (1,06-kat degisikligi) degisim olmadigi, niiks etmis pterjium dokusunda ise

(0,83-kat degisikligi) oraninda azalma oldugu saptandi (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. Primer ve Niiks Pterjium Dokulari Normal Konjonktiva Dokulariyla
Karsilastirildiginda CRABP2, FABP5 ve PPARD Protein Seviyelerinin Istatistiksel

Analizi

Protein Ad1 CRABP2 FABP5 PPARD

(ort£SEM) (ort£SEM) (ort+SEM)

Normal Konjonktiva (N=25) 1 1 1

Protein Ad1 CRABP2 FABP5 PPARD

(medyan) (medyan) (medyan)

Normal Konjonktiva (N=5) 1 1 1

p 0,095 0,095 0,577

Tiim degerler ort=SEM ve medyan seklinde verildi. Istatistiksel olarak anlamli olan veriler koyu

olarak ifade edildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Pterjium, 6zellikle giines 1s1gina maruz kalan bireylerde sik rastlanan invazif ve
proliferatif bir okiiler ylizey hastaligidir (Girolama ve ark., 2006). Pterjium diinya
genelinde dagilim gostermektedir ancak sicak ve kuru iklimlerde ¢ok daha yaygin
goriilmektedir (Lu ve ark., 2017). Pterjium dokusu, konjonktival epitelyum ve
subkonjonktival konnektif dokularin bilesiminden olusmakta ve Bowman tabakasinin
cOziilmesi, elastozis, epitelyal-mezensimal doniisim ve inflamasyona ugramis
neovaskiiler fibroblastik bir stroma ile karakterize edilmektedir (Chien ve ark., 2013).
Pterjium tedavisinde su anki birincil yaklagim cerrahi operasyon ile dokunun
uzaklastirilmasidir ancak ameliyat sonrasi skleral nekrozis, niiks ve okiiler enfeksiyon
gibi yan etkiler oldukca dikkat ¢ekmektedir (Sha ve ark., 2014). DNA hasar1, molekiiler
genetik degisim, sitokinler, biiyiime faktorleri, anjiyogenik faktorler, ekstraseliiler
matriks yeniden olusumu, immiinolojik mekanizmalar ve viral enfeksiyonlar gibi pek
cok biyolojik siirecin pterjium patogenezine dahil oldugu diisiiniilse de bu hastaliga
sebep olan kesinlesmis bir molekiiler mekanizma hala bilinmemektedir (Xu ve ark.,
2014). Ancak korneal invazyon, hiicresel proliferasyon, ameliyat sonrasi niiks ve anti-
apoptozis gibi oOzellikler gdstermesi pterjiumun premalignant Ozellikte bir doku
olabilecegini diisiindiirtmektedir (Chen ve ark., 2006).

Vitamin A eksikligi, iilserlesme, epitel skuam6z metaplazi ve keratinlesme ile
sonug¢lanan okiiler ylizeyin anormal farklilagsmasina ve konjonktival goblet hiicrelerinin
eksikligine sebep olmakta ve ayni zamanda bu vitaminin eksikliginden kaynakl goz
kurulugu ve kornea erimesi gibi gozle iliskili rahatsizliklar gelismekte olan iilkelerin
birgogunda 6nemli bir halk sagligi problemi olarak tanmimlanmaktadir. Retinoidler,

okiiler yiizey hastaliklari, géz kurulugu ve skuamodz metaplazi gibi hastaliklarinin
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tedavilerinde farmakolojik ajanlar olarak test edilmislerdir (Nezzar ve ark., 2007).
Vitamin A eksikligi, hem korneal hem de konjonktival epitelde anormal farklilagsmaya
yol agmaktadir. Okiiler yiizey dokularinda gen ekspresyonu ile iliskili olarak RA’nin
arastirildigr ¢ok az ¢aligma mevcuttur. Hori ve ark.’lari, insan konjonktival hiicre
hattinda yaptiklar1 calismada RA’nin, membran iligkili mucin (muc) 4 ve 16 genlerinin
MRNA seviyelerini artirdigmi bulmuslardir. Vitamin A’nin okiiler yiizey zemin
islakligin1  hangi  molekiiler mekanizma ile siirdiirdiigii heniiz tam olarak
bilinmemektedir (Hori ve ark., 2005). Pterjiumda vitamin A eksikligi goriilmesinin RA
sinyal yolagindaki reseptorlerin bu hastaligin tedavisinde potansiyel farmakolojik
hedefler olabilecegi goriistinii gliglendirmektedir (Giimiis ve Yasar, 2013). RA, hiicre
farklilagsmasi, proliferasyonun inhibisyonu, apoptozis ve hiicre dongiisii gibi bir¢ok
biyolojik siire¢te anahtar diizenleyici olarak gorev almaktadir (Michalik ve Wabhli,
2007). RA, hiicre igerisinde iki farkli yol izlemekte ve izledigi bu yollara bagl olarak
hiicresel ekspresyonda birbirine zit sonuglar meydana getirmektedir. CRABP2, RA’y1
RAR’lara tasidiginda apoptozu, hiicre dongiisiiniin  durdurulmasmi ve hiicre
farklilasmasimi tetikler boylelikle tiimor biiylimesi baskilanmaktadir. FABPS, RA’y1
PPARP/d’ya tasidiginda ise proliferasyon ve hiicrelerin hayatta kalmasi uyarilmakta ve
timor gelisimi ilerlemektedir. RA’nin, RAR’lara m1 yoksa PPARB/6’ya m1 tasiacagi
sitozoldeki CRABP2’nin FABP5’e oranina baghidir (Vreeland ve ark., 2014). RA bircok
kanser tiiriiniin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2018).
Ancak farkli kanser tiirlerinde retinoid sinyallerinde bazi anormallikler oldugu
gozlemlenmisti.  Bu  anormallikler  retinoid  reseptorlerinin  seviyesindeki
degisikliklerden retinoid metabolizmasinda goérevli genlerin ekspresyonundaki

degisimlerden kaynaklanabilmektedir. Retinoid sinyalindeki bu degisimler timdr



69

hiicrelerini  etkileyebilir ve kanser tedavisinde kullanilan retinoidlerin etkisini
degistirebilir (Cai ve Gudas, 2009). Girolama ve ark.’lar1 pterjium ve kiiltiire edilmis
insan pterjium epitelyal hiicrelerinde UV-B araciligiyla uyarilmig IL-6 ve IL-8
sitokinlerinin IFN-a ve RA tarafindan inhibe edildigini bulmuslardir (Girolamo ve ark.,
2006). Birkag¢ c¢aligmada niiks pterjiumun topikal IFN-o ile tedavi edilebilecegi
gosterilmistir (Boehm ve Huang, 2004; Herbort ve ark., 1988). Bazi arastirmacilar,
topikal IFN-o ve RA’y1 pterjiuma benzer oOzellikler tasiyan primer ve niiks
korneal/konjonktival neoplazilerin tedavisinde higbir yan etki olmaksizin basarili bir
sekilde kullanmislardir (Girolama ve ark., 2006). Ancak pterjium tizerinde RA etkisi bu
calismalarla tam olarak anlagilmamistir. Bu calisma, primer pterjium, niiks pterjium ve
normal konjonktival dokularda retinoik asit sinyal yolaginda goérevli olan CRABP2,
FABP5 ve PPARPB/d’nin mRNA ve protein ekspresyonlarimi belirlemek amaciyla
gergeklestirildi.

CRABP2, anti-karsinojenik aktiviteye sahiptir ve bir¢ok kanser tiirinde mRNA
ekspresyonunun azalmis oldugu bulunmustur. Bazi ¢alismalar, meme karsinoma
hiicrelerinde CRABP2’nin apoptozu uyardigmi gostermistir (Vreeland ve ark., 2014).
Feng ve ark.’lar, CRABP2 geninin meme kanseri hiicrelerinin invazyonunu ve
metastazin1 baskiladigini bulmuslardir (Feng ve ark., 2019). Favorskaya ve ark.’lar
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri dokularinda yaptiklar1 ¢alismada orneklerin
%56’smmda CRABP1 ve CRABP2 mRNA seviyelerinin yilikselmis oldugunu ve
CRABP2 mRNA'’sindaki azalisin lenf nodu metastaziyla iliskili oldugunu rapor
etmiglerdir (Favorskaya ve ark., 2014). Literatiirii inceledigimiz kadariyla RA sinyal
yolagindaki genler ile pterjium patogenezi arasindaki iliskiyi arastiran ¢ok az calisma

mevcuttur. 2013 yilinda Fang tarafindan yapilan bir tez ¢alismasinda, hiicre kiiltiirinde
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kullanilan serumun azaltilmasmnin ve TGF-f eklenmesinin, pterjium fibroblastlarinimn
fonksiyonlarina ve hiicre sinyallerine olan etkisi arastirildi. Calisma sonucunda pterjium
fibroblast hiicre kiiltiirinde RA sinyal yolaginda gorevli ve ayni zamanda timor
baskilayici1 6zelliklere sahip olan retinoik asit reseptorii yanitlayicisi 3 (RARRES3),
CRABP2 ve retinol dehidrojenaz 10 (RDH10) genlerinin ekspresyonunun azalmis
oldugu rapor edilmistir. Fang’in pterjium fibroblastlarinda CRABP2 geninin
ekspresyonunun down regiile oldugunu bulmasi pterjium gelisiminde bu genin etkili
olabilecegini diisiindiirtmektedir (Fang, 2013). Biz, Fang’in ¢alismasindan farkli olarak
bu genin ekspresyonunu hem primer hem de niiks pterjium dokusunda inceledik.
Yaptigimiz bu ¢alismada; CRABP2 geninin ekspresyon seviyesi normal konjonktiva
dokusuyla karsilastirildiginda, primer pterjium dokusunda (1,03+0,22- kat degisikligi,
p=0,895) degismedigini bulduk. CRABP2 geninin mRNA ekspresyonun niiks pterjium
dokusu normal konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda 1,4 kat azaldigini bulduk
ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir (0,71+0,39-kat degisikligi, p=0,577).
Primer ve niiks pterjiyum dokular1 arasinda ise CRABP2 geninin ekspresyon miktari
arasinda bir fark goriilmedi (p=0,551). Pterjiumun proliferatif bir biiytime gostermesi ve
birgok kanser tiiriinde anti-karsinojenik O6zellikte olan CRABP2 geninin mRNA
ekspresyonunun azalmis olmasi, bu genin pterjium patogenezinde de 6nemli bir rol
oynayabilecegi diisliniilmektedir. Bu ylizden niiks pterjium dokusundaki CRABP2
geninin mRNA ve protein ekspresyonundaki azalisin daha ¢ok sayida doku igeren
calismalarla dogrulanmasina ihtiya¢ vardir.

Timoér anjiyogenezinde onemli olan FABP5’in hepatoseliiler ve prostatik
karsinoma gibi bazi kanser tiirlerinde yiiksek seviyede ifade edildigi bulunmustur (Pan

ve ark., 2018;Adamson ve ark., 2003). Baz1 ¢alismalarda FABP5’in up regiilasyonunun
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insan intrahepatik kolonjiokarsinoma hiicrelerinde ve hepatoseliiler karsinoma hiicre
hatlarinda migrasyonu, invazyonu ve proliferasyonu artirdigi gosterilmistir (Ohata ve
ark., 2017; Jeong ve ark., 2012). Yapilan arastirmalarda, insan prostat kanseri hiicre
hatlarinda ve prostat karsinoma dokusunda FABP5 geninin yiiksek derecede eksprese
oldugu rapor edilmistir. Metastatik olmayan benign rat model hiicre hattinda (Rama 37)
yapilan ¢aligmalarda hiicre igerisine FABPS geni transfer edildiginde primer timor
biiyiimesinin ilerledigi ve metastazin uyarildigi bulunmustur (Adamson ve ark., 2003).
Ayn1 zamanda, prostat ve meme kanserlerinde malignant progresyona dahil oldugu ve
in vivo deneylerde FABP5 geninin ekspresyonundaki artisin VEGF ekspresyonunu
artirarak metastazi uyarabildigi rapor edilmistir (Jing ve ark.,2001; Chmurzyiiska,
2006). Bir¢ok kanser tiiriinde FABPS geninin ekspresyonun artmig plamasi bu genin
potansiyel bir prognostik marker olarak kabul edilmesine ve malignensinin
baskilanmasi i¢in hedef olarak gosterilmesine neden olmustur (Morgan ve ark., 2008).
Ayni zamanda FABPS, pterjium gelisiminde de onemli olan epiteliyal-mezensimal
doniisiimiin uyarilmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Ohata ve ark., 2017). Ancak
literatiirli incelendigimiz kadariyla bununla ilgi bir ¢alisma yapilmamistir. Yaptigimiz
calismada, primer pterjium dokusu konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda FABPS
geninin ekspresyon seviyesinin degismedigini (1,02+0,19-kat degisikligi, p=0,917) niiks
pterjium dokusunda ise azaldigmi (0,88+0,43-kat degisikligi, p=0,577) bulduk. Primer
ve niiks pterjiyum dokular1 arasinda FABPS5 geninin ekspresyon miktar1 arasinda bir
fark goriilmedi (p=764). Yapilan bu ¢aligma pterjium gelisiminde FABP5’in roliiniin
olup olmadiginin anlasilmasina yonelik 6ncii bir calismadir ve bir¢ok kanser tiiriinde bu

geninin ekspresyonu artarken niiks pterjium dokusunda istatiksel olarak anlamli
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olmasada bir azalis oldugu bulundu. Yapilan bu gézlemlerin drnek sayisinin daha fazla
oldugu ¢alismalarla desteklenmesi 6nemlidir.

Kanser hiicreleri tizerinde RA’nin biyolojik etkisi biiylik ¢cogunlukla CRABP2
ve FABP5’in ekspresyon paternleriyle belirlenmektedir. Zhang ve ark.’lar1 kafatasi
icerisinde agresif bir biiyiime gosteren ve yiiksek derecede niiks oranina sahip bir beyin
timori olan medulloblastoma (MB) iizerinde yaptiklar1 ¢alismada CRABP2/FABP5
oranmnin MB hiicrelerinin RA duyarliligiyla yakindan iliskili oldugunu bulmuslardir. Bu
calismanm sonuglart MB’nin klinik tedavisinde RA’nin segici olarak kullanilmasi
gerektigini gostermektedir (Zhang ve ark., 2018). Li ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢aligmada
primer  kraniofarenjioma  tiimorleri niiks  kraniofarenjioma  tiimorleri  ile
karsilagtirildiginda FABPS5/CRABP2 oraninin 6nemli derecede yiliksek oldugunu
bulmuslardir (Li ve ark., 2016). Yaptigimiz calismada CRABP2 geninin FABPS5 genine
oranimnin konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda, primer pterjium dokusunda (1,00-
kat degisikligi) degismedigini, niiks pterjlum dokusunda ise (0,81-kat degisikligi)
oraninda azaldigini bulduk. Niiks pterjlumda CRABP2’nin ekspresyonu FABP5’e gore
daha fazla azalmistir. Niiks pterjium dokularindaki CRABP2 geninin FABP5 genine
oraninin azalmast RA’nin etkisini degistirebilir bu yiizden bu calismanin daha fazla
sayidaki niiks 6rnegiyle calisilmasina ihtiyag vardir.

Oksidatif stres ve inflamasyonun énemli oldugu okiiler patolojilerde PPAR’larin
onemli etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir (Castelli ve ark., 2018). Literatiirde,
PPARy’nin pterjium dokusu iizerindeki etkisi yogun olarak calisilmistir. Yapilan
calismalarda, PPARy ligand:i olan rosiglitazonun pterjium fibroblastlarinda etkili bir
antifibrotik ajan oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda Nuwormegbe ve ark.’lar1 pterjium

tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, rosiglitazonun a-SMA ve fibronektinin bazal seviyesini
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azaltabilecegini bulmuslar ve bu ligandin pterjium tedavisi i¢in uygun bir ajan
olabilecegi ileri siirmiiglerdir (Nuwormegbe ve ark., 2017). Saika ve ark.’lar1 ise
pterjium gelisiminde etkili oldugu diistiniilen MMP ve inflamatuar biiylime faktorlerinin
ekspresyonundaki artisin, PPARy tarafindan baskilandigini bulmuslardir (Saika ve ark.,
2007). PPARP/6’nin gozdeki etkisi ve gorevleri ¢gok iyi bilinmemektedir. Yapilan son
calismalarda, PPARP/6’nin aktivasyonunun, hiicresel apoptozisi inhibe ederken
hiicresel proliferasyon ve anjiyogenez siireglerini ilerlettigi ve farkli hiicre tiplerinde
VEGF’yi uyardigi bulunmustur (Park ve ark., 2016; Castelli ve ark., 2018). Hem in vivo
hem de in vitro deneylerde PPARP/d’nin aktivasyonunun endotelyal hiicre
proliferasyonunu artirdig1 raporedilmistir (Gu ve ark., 2014). PPARP/S, anti-apoptotik
yolaktaki PKBa/Aktl’in giiclii aktivasyonuyla PDKI1’i1 kodlayan geni dogrudan
uyarmakta ve ayrica primer keratonosit kiiltiirlerde goriilen defektler sonucu ortaya
c¢ikan hiicresel adhezyon ve migrasyonda da PPARP/d gorevlidir (Michalik ve Wabhli,
2007). Diyabetik retinopati, goz kurulugu, yasla iligskili makiiler dejenerasyon, optik
norit, tiroid goéz hastaliklari, glukom ve okiiler yaralanmalar gibi pek ¢ok go6z
hastaliginda PPAR’larin etkileri arastirilmistir. Oksidatif stres ve inflamasyonun 6nemli
oldugu okiiler patolojilerde PPAR’larin 6nemli etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir.
(Nuwormegbe ve ark., 2017). PPARP/S, pterjium gelisiminde etkili oldugu diisiiniilen
fibroblastlardan miyofibroblastlara doniisiim siirecinde de gorevli bir reseptordiir (Park
ve ark., 2016). Literatiirii inceledigimiz kadariyla pterjium dokusunda PPAR[/&’nin
etkili olup olmadig: ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Yaptigimiz caligsmada
konjonktiva dokusuyla karsilastirildiginda hem primer pterjium dokusunda hem de niiks
pterjium dokusunda PPARD geninin ekspresyon seviyesinin degismedigini bulduk

(1,08+0,28- kat degisikligi, p=0,784; 1,10+0,71-kat degisikligi, p=0,095). Yapilan bu
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caligma pterjiumda PPARD geninin ekspresyonunun galisildigr ilk ¢alismadir. Oksidatif
stres ve inflamasyonda PPAR’larin etkisi goz oniine alindiginda bu genlerin pterjiumda
daha detayli olarak calisilmasina ihtiyag vardir.

Niiks pterjium grubumuzun 5 dokudan olugmasit bizim calismamizi
siirlandirmaktadir. Daha fazla sayidaki niiks pterjium dokusunda CRABP2 ve FABP5
genlerinin ekspresyonlarinin ¢aligilmasi pterjium patogenezinde bu genlerin etkisinin
olup olmadigmmin anlagilmasinda faydali olacaktir. Aktif ve agresif bir biiylime egilimi
gosteren pterjiumun etiyopatogenezinin aydinlatilmasi, erken agamalarda bu hastaligin
engellenmesinde ve niiksiinde daha umut verici tedavilerin gelistirilmesine yardimci

olacaktir.
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