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OZET

Sondas Sezer, S. (2018). Pterjiumda Konneksin 43 Gen Ekspresyonunun ve Protein

Diizeyinin Analizi. Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1bbi
Biyoloji ABD. Doktora Tezi. Tokat

Pterjium, limbustan korneaya dogru konjonktivanin kanat seklinde anormal,
epitelyal ve fibrovaskiiler biiylimesidir. Ayni1 zamanda, proliferatif, invaziv ve oldukca
vaskiilarize bir doku oldugu da sdylenebilir. Pterjium, kanser benzeri ozelliklere
sahiptir. Bu 0Ozellikler, hiicre proliferasyonu, invazyonu ve rezeksiyon sonrasi
tekrarlama sekilde siralanabilir. Hastaligin en yaygin olarak bilinen faktorii ultraviyole
radyasyon olmasina ragmen, patogenezi hala agik degildir.

Son yillardaki caligmalar pterijiumlarda molekiiler degisikliklerin timor
hiicrelerine benzer bir mekanizmaya sahip olabilecegini desteklemektedir.
Konneksinlerin hiicre dongiisiiniin ve apoptozun diizenlenmesinde rol alan proteinlerle
direkt etkilesim halinde oldugu ve bu yolla hiicre biiylimesini diizenleyebildigi yoniinde
calismalar mevcuttur. Konneksinler (CX), hiicreler arasi baglant1 birimlerinden olan gap
junction kanallarinin olusumundan sorumlu olarak islev goriirler. Bu baglantilar
hiicreler arasinda iyonlarin ikincil mesajcilarin ve kiiciik sinyal molekiillerinin dogrudan
degisiminde, doku homeostazinda, biiylime, farklilasma ve gelismenin diizenlenmesinde
onemli rol oynarlar. Neredeyse her memeli hiicre tipinde goriilen bu baglanti
bolgelerinin en 6nemli 6zelligi hiicreler arasi iletisimi saglamalaridir.

Calismada, 26 pterjiumlu olgunun goziine ait pterjium ve normal konjonktiva
dokularinda Konneksin 43 (CX43) gen ifade diizeyi Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile CX43 protein miktar1 ise Western Blot yontemi
kullanilarak arastirilmistir.

Sonuglarimiza gore, pterjium ve normal konjonktiva dokularinda CX43 gen
ifade dilizeyi ve protein miktar1 bakimindan ististiksel olarak anlamli bir fark
bulunamadi (p>0.05).

Pterjlumda, CX43 gen ifadesinin bir risk etmeni olamayacagi sonucuna
varilmistir.

Anahtar Kelime: Gen Ekspresyonu, Konneksin 43, Western Blot
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ABSTRACT

Sondas Sezer, S. (2018). Analysis of Connexin 43 Gene Expression and Protein Levels
in Pterygium. Tokat Gaziosmanpasa University, Institute of Health Science, Department
of Medical Biology Ph.D Thesis. Tokat.

Pterygium is a wing-shaped abnormal epitelyal and fibrovascular growth of the
conjunctiva across the limbus onto the cornea. At the same time, It can be said that, a
pterygium is a proliferative, invasive, and highly vascularized tissue pathologically.
Pterygium also has cancer like properties. These properties can be listed as follows; cell
proliferation, invasion, and recurrence after resection. The pathogenesis of this disease
remains unclear, although the most widely recognized originating factor is ultraviolet
radiation.

Recent studies have suggested that molecular changes in pterygiums may have a
mechanism similar to tumor cells. There are studies in which adnexin interacts directly
with proteins involved in the regulation of cell cycle and apoptosis, and in this way
regulates cell growth. Connexins (CX) function as responsible for the formation of gap
junction channels, which are inter-cell junction units. These connections play an
important role in the direct exchange of ions between secondary messengers and small
signal molecules between cells, in the regulation of growth, differentiation and
development in tissue homeostasis. The most important feature of these junctional
regions seen in almost every mammalian cell type is the intercellular communication.

In our study, In pterygium and normal conjunctival tissues of 26 pterygium cases
connexin 43 (CX43) gene expression and CX43 protein level were investigated with
Real-Time PCR (RT-PCR) and Western Blotting, respectively.

According to our results, there were no statistically significant differences in
CX43 gene expression level and protein content between pterygium and normal
conjunctiva tissues (p> 0.05).

In pterygium, the CX43 gene expression can’t a risk factor.

Key Words: Connexin 43, Gene expression, Western Blotting
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1.GIRIS ve AMAC

Pterjium; inflamasyon, anjiyojenez ve hiicre proliferasyonu ile karakterize sik
goriilen okiiler yiizey lezyonudur. Kornea iizerinden konjonktivanin kanat seklinde
fibrovaskiiler biiyiimesiyle olugsmaktadir (Kase ve ark., 2007; Anguria ve ark., 2014).
Pterjium erkeklerde kadinlardan iki kat daha sik goriilmektedir. iki ii¢ kusak boyunca
gecis gosteren pterjiumda, diisiik penetrasyonlu otozomal dominant kalitim gosteren

vakalar tanimlanmuistir (Anguria ve ark., 2014).

Epidemiyolojik calismalar; pterjiumun insidansinin giines 1s1gina maruz kalma
(ultraviyole radyasyon) ile iligkili ve 1yi huylu bir tiimér olabilecegini gostermektedir.
UV radyasyonu, normal biiyime kontroliinde kayip ile DNA hasarli hiicrelerde
karsinojenik etki gostermektedir (Kato ve ark., 2007; Maxia ve ark., 2008). Cesitli
caligmalar sonucunda pterjium ile UV 15181 arasindaki onemli iligkiyi destekler nitelikte
veriler elde edilmistir. Isigin gdziin 6n bolgesinde 20 kat daha yogun kirilmasi ile
ozellikle nasal yonde pterjium gelisebilmektedir. UV 151810, etiyolojik olarak melonama
ve bazal hiicreli karsinoma ile de iligkili oldugu bilinmektedir. UV 15181n bu
mekanizmasinda, sitokinler ve biiyiime faktorlerinin de rol oynayabilecegi giincel

caligmalar ile desteklenmistir (Nolan ve ark., 2003).

Pterjiumun patogenezi tam olarak bilinmemesine ragmen, pterjial epitelyum
hiicrelerinin (PECs) ¢ogalmasi ve apoptoz arasindaki dengenin degistirilmis olduguna
inanilmakla birlikte; anti-apoptotik mekanizmalar, sitokinler, anjiyogenetik faktorler,
immiinolojik mekanizmalar, viral enfeksiyonlar, hiicredis1 matriksteki bozukluklar, p53
ve tiimdr baskilayict genler hastalik ile iliskili faktorler arasindadir (Kato ve ark., 2007,

Maxia ve ark., 2008; Engelsvold ve ark., 2013). Ayrica pterjiumun patogenezinde



epitelyal mezenkimal gegis (EMT) hiicreleri de rol oynamaktadir. EMT ’ler, iyilesme ve
doku yenileme gibi her iki gelisme silirecinde de kritik 6neme sahiptir. Tiimor metastazi
ve epitel hiicreleri arasindaki hiicre-hiicre temasini1 kaybederek, mezenkimal 6zellikleri
kazanmas: sirasinda meydana gelen olaylarin geri doniisiimii ile ilgilidir (Engelsvold ve
ark., 2013). Ayrica son zamanlarda hiicre dongiisti ile iliskili molekiillerin pterjium
epitel hiicrelerindeki proliferasyonda potansiyel rol oynayabilecegini gosteren
calismalar da mevcuttur. Bu veriler 1s1¢inda pterjium dokusunda hiicre proliferasyonu
ve adezyon molekiillerinin ¢alisilmasi 6nemlidir. Doku yapisini koruyan kaderin, hiicre-
hiicre adezyon molekiilleri (CAM), selektin ve integrin dahil olmak {izere bir¢ok
adezyon molekiili vardir. Bir transmembran protein olan E-kaderin, organ
morfogenezinde, doku olusumunda ve embriyogenez sirasinda rol oynamaktadir. Birgok
calisma, E-kaderin iligkili protein ifadesinin bircok tiimorde ve pterjiumda azaldigini
ortaya koymustur. Bu durum E-kaderinin hem tiimor metastazi hem de prognozda bir
belirteg olabilecegini gostermektedir. Ayrica birgok ¢alismada da, E-kaderinin; akciger
ve Kkolorektal kanser gibi pek ¢ok kanserde ve pterjiumda ifadesinin azaldigi ortaya

konulmaktadir (Kase ve ark., 2007; Young ve ark., 2010; Ismail ve ark., 2014).

Konneksinler, gap junctionlarin ara membran kanali homolog proteinlerinin bir
grubudur. Ayrica bunlar hem yliksek olarak korunmus hem de son derece farkli
tanimlanmis bir gen ailesinin liyesidirler. Gap junctionlarin fonksiyonel 6zelliklerinin
genisligi caligmalara katki saglamaktadir. Anormal konneksin ifade ve dagilimi timor
olusumu ile ilgilidir. Konneksin genleri tiimor biiyiimesini inhibe edebilmekte ve timor
hiicrelerinin normal biiylime 06zelligini geri kazandiracak sekilde hiicrelerarasi
haberlesmeyi diizenlemektedirler. Bu durum konneksin genlerinin tiimor baskilayici bir

ailenin iiyesi oldugu goriisiinii desteklemektedir (Zhao ve ark., 2013).



Konneksinler, neredeyse tiim memeli hiicre tiplerinde goriiliir ve bu proteinlerin
adlandirilmalar agirliklarina (kilodalton, (KDa) denk gelen sayilar yanlarina yazilarak
yapilmaktadir. Ornegin doku ve organlarda en fazla rastlanilan konneksin 43 (Cx43) 43
kilodaltona karsilik gelir. Konneksin-43 hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde oldukga
onemlidir. Bu da tipki E-kaderin gibi kanserde ifadesinin baskilanmasi ya da fonksiyon
bozuklugunun olmasi ile iligskilendirilmektedir. Ayrica E-kaderin'in konneksin 43
ifadesini ve fonksiyonunu diizenleyebilecegi de belirtilmistir (Xu ve ark., 2008; Tuzcu

ve ark., 2010; Ismail ve ark., 2014).

Literatiirde, pterjiumla baglantili olabilecegi diisliniilen proteinlerle ilgili gen
ifade analizi calismalar1 sinirli sayida bulunmaktadir. Ancak, pterjiumda CX43 gen
ifadesinin ve protein diizeyinin arastirildigi herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada; pterjium tanist almis 26 hastanin pterjium ve normal konjonktiva
dokularinda tiimdr supressor bir gen oldugu son ¢alismalarla desteklenen Konneksin 43
(CX43)’iin gen ifade diizeyi ve protein miktar1 arasindaki olasi iligkinin belirlenmesiyle
hastaligin patogenezine katki saglamayr amacliyoruz. Bu sonuglarin, literatiirdeki

boslugu dolduracag: ve sonraki ¢aligmalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Pterjium Tanim

Pterjium, yiizyillar 6nce Hipokrat, Galen, Celcus tarafindan agiklanmis olmasina
ragmen genel anlamda ilk kez Winter tarafindan 1876’da tanimlamigtir. Yunanca’da
ptergion, kanat anlamina gelmektedir. Pterjium, konjonktivaya bitisik okiiler yiizey
tizerindeki bir epitelyal ve fibrovaskiiler konfigiirasyonu temsil eden bulber
konjonktivanin kanserli olmayan benign biiylimesiyle karakterize bir lezyondur. Doku,
gorme kaybina neden olan kanat benzeri bir sekil olusturarak kornea merkezine dogru
ilerler ve korneay istila eder. Pterjium patolojik olarak da, proliferatif, invaziv ve
vaskiilarize bir dokudur. Ayrica, pterjiyal dokuda, tiimor fenotipinin 6zelliklerinden biri
olan transforme hiicreler vardir. Pterjiyal epitelde proliferasyon aktivitesinin normal
konjonktiva ile karsilastirildiginda yiiksek oldugu teyit edilmistir (Sekil 2.1; 2.2)

(Aslankurt ve ark., 2003; Kase ve ark., 2007; Kato ve ark., 2007; Ando ve ark., 2011).

Sekil 2.1: Yetiskin insan gdziiniin yakin eksenel (yakin yatay) boliimii.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 11534/


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK11534/

Pupil Ins  Sklera

Sekil 2.2: Limbus kornea, yatay kesit (A) ve gozlin 6n goriiniimiinde (B).
https://medicine.academic.ru/137051/limbus_corneae

Hastaligin ilerlemesi ilk once gri smirlandirilmis noktalarin olusumu ile
baslamaktadir ve bu olusumu daha sonra kornea merkezine dogru ilerleme izler. Kornea
merkezine ilerleyen pterjium epiteli skuamoz metaplazi ve goblet hiicre hiperplazisi
gostermektedir. Fibroblastlarin ve kan dolagimlarinin stromal olarak biiylimesine,
inflamatuar hiicre infiltrati, elastin ve kollajenden olusan anormal bir hiicre dis1 matriks
birikimi eslik etmektedir. Kornea seffaf alaninin aksine, goriilen gergin konjonktiva ile
birlikte limbusa yakin korneada deri katlanmaktadir. Daha sonra, bulber konjonktivanin
etli biilytimesi kanat seklindeki uzantiyla korneaya ulagmaktadir ve tam gelismis bir
pterjium, bas, viicut ve boyun kisimlarindan olusmaktadir (Di Girolamo ve ark., 2004;
Kase ve ark., 2007; Kato ve ark., 2007; Ando ve ark., 2011; Chui ve ark., 2011; Liu ve
ark., 2013; Tong ve ark., 2013; Cardenas-Cantu ve ark., 2016). Doku biiyiiyiip, gérme
alanini etki etmeye baslayinca cerrahi olarak ¢ikarilmasi gerekmektedir. Ancak bu siireg
daha sonra tekrarlayabilmektedir. ilging olan, pterjium basinin veya tepesinin korneaya

sikica bagli olmasina karsilik proksimalde pterjium dokusunun altinda bulunan dokuya


https://medicine.academic.ru/137051/limbus_corneae

yapisik olmamasidir. Bu durum da, ameliyat esnasinda kolaylik saglamaktadir (Sekil

2.3) (Kato ve ark., 2007; Tong ve ark., 2013).

Sekil 2.3: (A) Pterjium ve (B) Cerrahi sirasinda pterjiumun boynunun altindan

gecen ameliyat aleti (Tong ve ark., 2013)

2.2.Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Pterjiumun etiyolojisi kesin olarak bilinmemektedir. Genellikle, ekvatora yakin
bolgelerde yasayan populasyonlarda yaygin olarak gériilmekte ve genel popiilasyonun
yaklasik % 22'sinin pterjium oldugu tahmin edilmektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar,
pterjium gelisiminde gevresel faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir. Hatta, giines
is1gindaki ultraviyole radyasyonunun (UV), pterjium gelisiminde en biiyiik gevresel
faktor oldugu dusiinilmektedir. Pterjium, c¢ogunlukla gilines 1s1gina maruz kalan
bireyleri etkilemesi ve bu durumun, erkeklerde kadinlara oranla 2 kat fazla olma
ihtimalinin erkeklerin daha fazla giines 1s181na maruz kalmasindan kaynaklanabilecegini
gostermektedir (Liu ve ark., 2013; Cardenas-Canta ve ark., 2016). Kum, riizgar ve insan

papilloma virtisii (HPV) enfeksiyonu gibi gevresel faktorler de pterjium gelisiminde rol



oynayabilmektedir.  Ote yandan, ailevi pterjium olusumlari, genetik faktdrlerin
pterjium patogeneziyle biitiinlestigini gostermektedir. Tiim bu bilgiler 1s181inda, pterjium
etiyolojisi hala bir sir olarak kalmaktadir. Son yillarda, hastalarin doku Orneklerinin
molekiiler analiz teknikleri kullarak arastirilmasi ile pterjium patogenezinde 6nemli

gelismeler elde edilmeye baslanmistir (Liu ve ark., 2013).

2.3.Pterjium Olusumu ile Ilgili Faktorler

2.3.1.UV Radyasyon

Ultraviyole (UV) 1sinlart pterjium olusumuyla baglantilidir ve gilinese maruz
kalma ile pterjium yayginligi arasinda acgik bir iliski oldugu gozlemlenmektedir
(Cardenas-Canta ve ark., 2016). Coroneo ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada, UV
aracili limbal hasarin pterjium patogenezinde tetikleyici bir rol oynadigi ve bu
epidemiyolojik verilerin pterjium ile giines 1s1gma maruz kalma arasinda pozitif bir
baglantiya sebep oldugunu gostermektedir (Coroneo ve ark., 1999). Pterjiumun yeri,
giines 1518min medial limbus iizerinde korneaya ulagmasi ile agiklanabilir. Bu
odaklanma etkisinin distal limbusta en az 20 kat daha fazla 1sik olusturdugu tahmin
edilmektedir. Bu 151k, epitel hiicrelere arkadan vurdugundan ve korneanin daha yiizeysel
katmanlari tarafindan korunmadig i¢in de zararli olabilir. Odaklanmanin bu etkisiyle
limbustaki hiicrelerin harekete gecirebilecegi diisiiniilmektedir. Ek olarak limbal kok
hiicrelerinin (LSC), sitokeratin profili ve vimentin ekspresyonu (ifadesi) ile benzer
ozelliklere sahip olduklari i¢in pterjium olusturdugu da diisiniilmektedir (Sekil 2.4).
Pterjiumun histolojik kesitleri konjonktival bolgede siklikla elastik dejenerasyona neden

olabilmektedir. Degisiklikler arasinda epidermal ¢ogalma, inflamatuvar infiltrat, aktive



olmus fibroblastlar, ekstraselliiler matriks degisiklikleri, Ornegin elastin birikimi,
glikozaminoglikanlar ve degistirilmis kollajen dongiisii de sayilabilmektedir (Coroneo

ve ark., 1999; Di Girolamo ve ark., 2004).

_A_I Fokal Limbal zarar

A Patolojik
V d T T | Autgeni
—_— R
Qp@f - Degigimler
V e

Birikmis UVR

_E] Toplam limbal kok hitcre

yetmezligi

Sekil 2.4: Pterjium gelisiminde birikmis UV radyasyon maruziyetinin roli.

A: UV radyasyonu kaynakli fokal limbal hasar, degistirilmis LSC'lerin merkezi
korneaya dogru gociinii tetiklemektedir.

B: Toplam LSC eksikliginde, limbal nis hasarinda veya kok hiicre rezervlerinin
tiikenmesi, korneanin her yonden konjonktivalizasyonu ile sonuglanmaktadir (Chui ve
ark., 2011).

UV radyasyonunun hiicrelere zarar verme potansiyeline sahip oldugunu gosteren
iki mekanizma tzerinde durulmaktadir. Bunlardan; ilki hiicresel DNA {iizerinde
fototoksik etki; ikincisi ise; hiicresel DNA, protein ve lipitlere zarar veren Reaktif

Oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi seklindedir. UV radyasyonun kiiciik dalga boylari (300



nm altinda) biyolojik agidan en aktif formdur ve ¢ogunlukla kornea tarafindan absorbe

edildigi bilinmektedir (Cardenas-Canta ve ark., 2016).

280-315 nm arasinda degisen UV-B radyasyon dalga boylari, okiiler yiizeyi
etkiler ve dogrudan UV’ye maruz kalma diizeyi ile iligkili olabilmektedir. UV
radyasyonun pterjiuma neden olan kesin molekiiler mekanizma oldugunun tizerinde
durulmaktadir. Ancak, bu konuyla ilgili arastirmalar devam etmekte ve ¢esitli
alternatifler onerilmektedir (Cardenas-Canti ve ark., 2016). UV-B 1sinimi, oksidatif
strese neden olma kapasitesinden dolayr pterjium olusumundan sorumlu ana faktor
olarak diigiiniilmektedir. Yiiksek mutajenik potansiyele sahip, oksidatif stresin yaygin
bulunan markiri, 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) molekiilii, primer pterjiumun
bas epitelinde ortalama olarak saglikli konjonktivaninkinden yaklasik 4.7 kat yiliksek
oldugu bulunmustur (Céardenas-Canti ve ark., 2016). Antioksidan fonksiyonuna ek
olarak, bu molekiiliin iretilmesi oksitatif stres kaynakli iltihaba kars1 hiicrelerin
savunma mekanizmasindan biri olabilmektedir. Hiicresel DNA’da 8-OHdG nin varligi,
pterjium dokusunda asir1 eksprese edildigi bilinen hOGG1 (insan 8-oxoguanin glikolaz
1) enzimi ile azaltilabilir. 8-OHdG’nin artis1t hOGG1’in ifadesindeki azalma ile iliskili
olmadigindan, bu enzimin aktivite kaybini aciklayabilecek modifikasyonlara gecip
gegmedigini belirleyebilmek i¢in daha ileri analizler yapilmistir. hOGG1 geninin ekzon
7'sinde 1245 niikleotid pozisyonundaki C'nin G'ye gegisinin Ser326Cys amino asit yer
degistirmesi ile sonuglanmasi ve bu polimorfizme sahip hastalarin pterjium olusumuna
daha duyarli olduklarin1 gostermektedir. Ancak, bu bulgular da hala tartisilmaktadir
(Kau ve ark.,, 2004; Kau ve ark.,, 2006; Cardenas-Canta ve ark., 2016). Ornegin, Chen
ve ark., yapmis olduklar1 bir ¢alismada bu polimorfizm ve pterjium gelisimi arasinda bir

baglant1 bulamamislardir (Chen ve ark., 2010).
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Oksidatif stres ayni zamanda yaglar ve proteinlerdeki degisimlerden de
sorumludur. UV-B radyasyonun bir sonucu olarak olusan ROS, hiicresel membranda
lipid peroksidasyonuna sebep olma potansiyeline sahiptir. Béylece ¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFA'lar), reaktif aldehitler (4-hidroksiheksenal (4-HHE) ve 4-hidroksinonenal
(4-HNE)) de dahil olmak {izere ¢esitli bilesikler halinde dejenerasyonu tesvik
etmektedirler. Bu molekiiller, pterjiumun 6n kisminda kornea go¢iiniin meydana geldigi
bas kismi1 ve subepitelyal bag dokularmin aktif proliferasyonunun gerceklestigi kisimda
dahil olmak ftizere, pterjium dokulari arasinda artmis seviyelerde bulunmuslardir. 4-
HHE ve 4-HNE, histidin, sistein ve lizin artiklariyla reaksiyona girerek proteinleri
degistirme ve onlarin normal fonksiyonlarini da etkileme potansiyeline sahiptirler. Bu
protein modifikasyonlarinin, normal konjonktivaya karsi pterjium dokusunda onemli
oldugu bulunmustur. Aym1 zamanda, UV-B radyasyonunun sebep oldugu lipid
peroksidasyonun bir diger belirteci olan Malondialdehitte (MDA) 6nemli artis,
stiperoksit dismutaz (SOD) katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan
enzim aktivitelerinin pterjium dokularinda azalmasi ve DNA hasarina sebep olan ROS
birikimine neden oldugu goézlemlenmistir (Cardenas-Cantii ve ark., 2016). Bununla
birlikte bir baska ¢alismada, peroksit ve oksijeni diisliren antioksidan bir enzim olan
peroxiredoxin 2 enziminin, pterjium epitelinde asir1 miktarda artmis oldugu
bulunmustur. Bu asir1 miktar artisi, peroksit ile indiiklenen apoptoz inhibisyonu ile
iliskilendirilmistir. Analizin bu sonucu, yalmzca peroksit ve hidroperoksiti diisiik
seviyelerde tutuldugu icin, pterjiumda belirli ROS'a kars1 secicilik olusturabilecegini

gostermektedir (Bautista-de Lucio ve ark., 2013).

Ayrica, pterjium epitelinde protein katlanma ve pargalanmasina katilan saperon

bir protein olan Hsp90'nin asir1 ifade edildigi bildirilmistir. Hsp90, tiimdr biiyiimesi i¢in
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gerekli olan anjiyogenez i¢in 6nemli vaskiiler endotelyal biiytiime faktoriiniin (VEGF)
indiiksiyonu i¢in gerekli olabilmektedir. Hsp90 asir1 ifadesinin, oksidatif stresten
kaynaklanan modifiye protein artisina karst dogal hiicresel yanitin bir sonucu oldugu

distiniilmektedir (Sebastia ve ark., 2013).

UV radyasyonun fototoksik etkileri ayn1 zamanda dogrudan DNA’ya zarar
verebilmektedir. Cimpean ve ark., primer pterjium fibroblast, endotel hiicreler ve
tekrarlayan pterjium fibroblastlarinda timin dimerlerini incelemislerdir. Birincil
pterjiumdan alinan epitelin bazal kisminda daha yiiksek miktarda timin dimerleri
bulunan hiicre yiginlar1 bulmuslardir. UV 1gimimi ile modifiye edilen bazal epitel
hiicrelerinin, insan pterjium ile iliskisinden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir

(Cimpean ve ark., 2013; Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

Bununla birlikte, tekrarlayan pterjiumda, kusurlu bir DNA tamir mekanizmasina
bagli olarak bazal hiicre miktarlarmin azaldigi, bunun da, timin dimer varliginin bir
sonucu olarak daha yiliksek bir mutasyon oraninin meydana gelmesine izin verdigini
gostermektedir. Ayrica UV-B radyasyonunun dogrudan DNA tarafindan absorbe
edilmesi, iki tip heliks-dizilis fotoliisyonu iretir: Siklobiitan pirimidin dimerleri
(CPD'ler) ve 6-4 fotoprodiiktorleri (6-4PPs). DNA replikasyonu sirasinda C’nin T’ye ve
CC’den TT’ye doniismesine sebep olan bitisik primidinler arasinda olusur. Iki
durumdan, CPD'ler, memeli hiicrelerinin UV-B 1ginlamasiyla iiretilen mutasyonlarin
yarisindan fazlasinda iliskilidir ve sadece UV 1s181ina maruz kaldiktan sonra goziin 6n
bolmelerinin yapisinda bulunurlar. Bu DNA lezyonlar transkripsiyon ve replikasyon

gibi temel hiicresel metabolik siireglerini etkiliyebilirler (Cardenas-Cantu ve ark., 2016).
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Epidermal keratinositler, erken safhalarda akut UV-B'ye yanit olarak aktive
edilirken, ara asamada, kemokinler, sitokinler ve biiyiime faktorleri gibi salgilanan
proteinler indiiklenirler. Bu proteinlerin varligi inflamatuar hiicrelerin akinini tahrip
eder. Daha sonra, keratinositlerin terminal farklilasmasi meydana gelir ve hasar goren
hiicreleri ortadan kaldirir. UV ayrica aktin hiicre iskeleti montajini etkiler ve adherans
molekiillerinin regiilasyonunu azaltir ve Keratinosit hareketini kolaylastirir. Son
zamanlarda, UV 1smlamasi ile aktive edilen molekiiler yollarin bazilari, mitojen-aktive
protein (MAP) kinazlarin indiiksiyonu ve c-Jun, c-Fos ve AP-1 transkripsiyon
faktorlerinin asagi akis aktivasyonu da dahil olmak {izere aydinlatilmistir. Benzer
olaylar pterjiumda da goriilmektedir (Di Girolamo ve ark., 2004; Cardenas-Canti ve

ark., 2016).

Tim bunlarin yaninda; UV-A'nin da pterjium iizerine etkileri ele alinmigtir.
Kornea UV-A'nin % 45'ini absorbe etmektedir (Cardenas-Canta ve ark., 2016). Chao ve
ark.’larinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada kiiltlir pterjium fibroblastlarinda UV-A'nin
etkileri arastirilmigtir. Urokinaz tipi plazminojen aktivatorii (uPA), doku yeniden
bicimlendirme ve hiicre gociinde rol oynayan bir proteaz olup, pterjiumda seviyeleri
artmaktadir. UV-A 1sinlamasi, pterjium fibroblastlarinda uPA mRNA diizeylerini ve
kiiltiir ortaminda uPA aktivitelerini arttirdigi; buna, fosforile ERK ve JNK'da bir artis da
eslik etmektedir. ERK ve JNK inhibitorleri UV-A ile indiiklenen uPA ifadesi pterjium
fibroblastlar1 ile anlamli sekilde azalmaktadir. Normal konjonktival fibroblastlar
pterjium fibroblastlarina kiyasla UV-A 1sinlamaya karst daha az duyarli oldugu
distiniilmektedir (Chao ve ark., 2013). Ayrica UV-A, Matriks metaloproteinazlari
(MMP'leri) etkinlestirebilir ve doku bozunumu ile timor hiicresi istilasindan da sorumlu

olabilmektedir. Pterjium hiicreleriyle yapilan ¢alismalar arasinda hem epitelyal hem de



13

stromal fibroblastlarin MMP-1 ve MMP-2'min bag dokusu bozunmasi ve yeniden
sekillendirilmesi ile ilgili molekiilleri ifade ettigi gosterilmistir (Cardenas-Cantu ve ark.,

2016).

2.3.2.Viral Enfeksiyonlar

Pterjium olusumu, c¢evresel faktorler, genetik yatkinlik ve viral enfeksiyonlarla
iligkili ¢ok basamakli siirecleri igermektedir. Bu durum, pterjium orneklerinde insan
papilloma viriis (HPV), sitomegaloviriis (CMV) ve herpes simpleks viriis (HSV) de
dahil olmak iizere ¢esitli onkogenik viriislerin saptanmasi ile destelenmistir. HPV
viriisii, pS3'i inaktive eden proteinleri kodlar, kromozomal istikrarsizliga yol agar ve
maligniteye dogru hiicrenin ¢ogalma olasiligim arttirir. Onceki ¢alismalarda, pterjium
patogenezinde viriislerin etkisi arastirilmistir. Bu raporlardan HPV'nin pterjiumda en sik
goriilen virlis oldugu ve prevalans hizlarmin ¢ok diisiikten %100'e kadar degistigi
sonucuna varilmigtir. Buna gore, pterjium orneklerinde HPV’in diisiik prevalansi,
Japon % 4.8 ve Ekvatora yakin bolgelerde % 21 iken; yiiksek prevalansi, Italya % 100,
Brezilya % 58.3 ve Ingiliz hastalarda ise % 50 olarak rapor edilmistir. Prevalans
oranlarindaki farkliliklar etnik ve cografi faktorlerin yani sira, kullanilan laboratuar
teknikleri ve c¢alisma yontemlerindeki farkliliklardan da kaynaklanabildigi

diistiniilmektedir (Piras ve ark., 2003; Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

2.3.3.Kalitim Modelleri

Pterjium gelisiminde kalitsal yatkinligin roli oldugu da kabul edilmekle birlikte,
yapilan g¢alismalar olduk¢a sinirhidir. Bu sinirli sayida aile ¢alismalarina dayanilarak
kalittm modeli otozomal dominant olarak bildirilmistir. Ancak giivenilirligini artirmak

i¢cin daha biiylik grup orneklemle ile ¢alisilmasi gerektigi diistiniilmektedir. Bununla
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birlikte, otozomal resesif gecis modu da miimkiin olabilir. Pterjium hastalarinin
etkilenmeyen bireylerle karsilastirilmasi veya ka¢ pedigri veya hasta dikkate alinmasi
gerektigini saptamak zordur. Daha ileri calismalarla, kalitim bilgisinin arastirilmast,
pterjium gelisiminin muhtemel mekanizmasinin belirlenmesini  kolaylastiracagi

diistiniilmektedir (Anguria ve ark., 2014).

2.4.Pterjium Patogenezi ile Iliskili Molekiiler Mekanizmalar

Pterjium patogenezi ile iliskili oldugu diisiiniilen bir¢ok faktér vardir. Bunlarin
arasinda; epigenetik faktorler, hiicre proliferasyon faktorleri, inflamasyon modiilatorleri,
biiylime faktorleri, ekstraseliiler matriks modiilatorleri, anjiogenik ve lenfanjiyonik
faktorler, immiinolojik mekanizmalar, epitelyal-mezekimal gecis ve kolesterol

mekanizmasindaki degisimler vardir (Sekil 2.5) (Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

.f ‘ .
Pterjium

Patogenezi ile
Tliskili

Molekiiler }

\ Mekanizmalar
e EE

Sekil 2.5: Pterjium gelismesi ile ilgili molekiiler faktorler

(Cardenas-Cantut ve ark., 2016).



15

2.4.1.Epigenetik Faktorler

Pterjium, hiicre proliferasyonu, invazyon ve rezeksiyon sonrasi tekrarlama gibi
ozellikleriyle kansere benzerlik gostermektedir. Proliferatif aktivitenin artmasi ile
iligkili proteinler (ki67, ¢ogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve eritroprotein), diisiik
hiicre apoptoz (Bcl-2 ve p53) ve malignite (Hsp90) saglikli konjonktiva ile
karsilagtirildiginda pterjiumun, epitel hiicre yiizeyinde asir1 derecede eksprese oldugu
bulunmustur. Bu proteinlerin farkli kanser tiplerinde arttif1 ve bir tiimoriin proliferatif
aktivitesinin degerlendirilmesinde kullanildigi disiiniilmektedir (Tan ve ark., 2000;
Sebastia ve ark., 2013; Cardenas-Canta ve ark., 2016). Bir¢ok arastirici, p53'iin anormal
ifadesini veya mutasyonunu, timor baskilayicit 6zelliklere sahip bir DNA baglama
proteini ve ¢ogalma markir ki67'nin artmug ifadesi ile iliskilendirilmistir (Kato ve ark.,
2007). DNA metilasyon modellerindeki degisimler pek ¢ok kanser tipinde
goriilmektedir. Kanser ve pterjium arasinda var olan benzerlikten dolayi, pterjiumun
metilasyon modelleri ile ilgili de bazi ¢alismalar yapilmistir. Matriks yeniden yapilanma
ve hiicre adezyonu ile iliskili genlerin anormal metilasyonu ve timor supressor gen
ekspresyonlar1 pterjium olusumuyla iligkilidirler. Bu epigenetik modifikasyonlar,
pterjiumun patogenezi ile iliskili Onemli genlerin baskilanmasi veya kontrolsiiz
ifadesine sebep olan DNA mutasyonlarina alternatif olabilmektedirler. UV
radyasyonuna neden olan oksidatif stresin, bu anormal metilasyon kaliplarindan
sorumlu olabilecegi de diistiniilmektedir (Riau ve ark., 2011; Cardenas-Cantt ve ark.,

2016).
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2.4.2.Hiicre Proliferasyon Faktorleri ve Apoptoz

Bazal epitel hiicrelerinin artmis proliferasyon oranlari ve apoptoz ile iligkili olan
molekiiler markirlar da pterjium olusumunda anahtar rol oynamaktadir. Biyolojik
stirecleri modiile etmek icin diger proteinlerle etkilesen dimerik kalsiyum baglayici
S100 protein ailesinin de pterjium patogenezi ile iliskili oldugu disiiniilmektedir.
Okiiler yiizey Tlzerinde, yapisal proteinler, transkripsiyon faktorleri ve immiin
modiilatorlere S100 proteininin baglanmasi bagisiklik hiicrelerinin kornea bazal
membranlar iizerindeki go¢iinii etkilemektedir. Ayn1 zamanda bu etkilesim, matriks
metalloproteinazlarin (MMPs) ekspresyonunu da indiikleyebilmektedir. immiin saptama
ile ilgili onceki c¢aligmalarda, insan pterjium epitel 6rneklerinde S100A6, S100AS,
S100A9 ve S100A11 proteinlerindeki artis, normal konjonktiva ile iligkili olarak
belirlenmektedir.  Pterjium numunesi ile yapilan bir ¢alismada, Poliamin
metabolizmasinda hiz sinirlayict enzim olan N1-asetiltransferaz 1 (SAT1); MMP-9
aktivitesinin uyarilmasinda rol oynayan anneksin A2; ve hiicre go¢iiniin kontroliinde yer
alan S100A9 proteini gibi birkag proteinin yiiksek ekspresyona sahip oldugu
bildirilmektedir. Bu ¢alismada, pterjium gévdesinin 6n kenarinda SAT1 ve S100A9'un
mevcut oldugu immiinofloresans analiz ile gosterilmistir (Hou ve ark., 2014). Son bir
deneyde ayni zamanda S100A8 ve S100A92’nin mikroarray kullanilarak analiz
edildiginde insan pterjium Orneklerinde ifadesinin arttigi rapor edilmistir. Diger bir
aragtirma da ayni hastalardan pterjium ve saglikli konjonktiva 6rnekleri kullanilarak
yapilmistir. Son olarak, S100A8 ve S100A9, pterjiumlu gozlerden gelen gozyaslarinda
daha yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu tespit edilmistir. SI00A8 ve S100A9,
terminal  epidermal farklilasma sirasinda  kodlanan  keratin  filamentlerine

baglandigindan, bu proteinler icin hiperproliferatif pterjium gibi okiiler yiizey hastaligi
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sirasinda hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde islevsel bir rol oynadigimi
diisiindiirmektedir. S100A8 ve S100A9 proteinlerinin rolii ile ilgili arastirmalar,
pterjium progresyonunu &zetlemek igin gosterge olarak kullanilabilmektir. ki pro-
apoptotik markir olan TUNEL ve Bax sadece pterjium epiteli bazal tabakasinda belirgin
olarak bulunurken, anti-apoptotik protein Bcl-2'nin tiim pterjium dokusunda yaygin
olarak bulundugu gozlemlenmistir. Pterjium basinda pro-apoptotik proteinlerin yoklugu,
proliferatif davranisiyla korelasyona sahiptir (Riau ve ark., 2009; Hou ve ark., 2014;

Tong ve rak., 2014; Cardenas-Cantt ve ark., 2016).

Hiicre c¢ogalmasiyla ilgili oldugu bilinen heterozigotluk kaybi (LOH) ve
mikrosatellit instabilitesi (MI) faktorleri ile ilgili de bir ¢alisma yapilmistir. LOH un,
hiicre proliferasyonu ve kanserle iligkili oldugu diistiniilmektedir, ¢linkii MI, bozulmus
bir DNA uyumsuzlugunun onarim mekanizmasinin bir gostergesi iken genellikle
islevsel bir tiimor baskilayict genin yokluguna karsilik gelmektedir. Bu anlamda bugiine
kadar elde edilen sonuglar tartigmalidir. Pterjium fibroblastlari heterozigotluk kaybi ve
mikrosatallit instabilitesi dahil olmak {izere doniistiiriilmiis hiicrelerin 6zelliklerini
gostermektedir.  Ayrica,  tekrarlayan  pterjiumda  fibrovaskiiler  tabakanin
proliferasyonunun arttiin1 gosteren c¢alismalar oldugu kadar boyle bir farklilik
bildirmeyen ¢alismalar da mevcuttur (Di Girolamo ve ark. 2004; Cardenas-Canta ve

ark., 2016).
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2.4.3.Anti-Apoptoz

UV’ye maruz kalmis korneal epitel hiicreleri apoptoza ugramakta ve kornea
yiizeyinden dokiilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, kronik olarak UV’ye maruz kalma
ilging bir sekilde kornea keratositleri ve endotel hiicrelerinin apoptoza direngli oldugu
goriilmiistiir. Bununla beraber pterjium epitelinin UV ile indiiklenen apoptoza direngli
olma ihtimali tizerinde durulmaktadir. TUNEL yontemi ile boyanmig pterjium epiteli,
konjonktiva ile karsilastirildiginda daha az apoptoza ugradigi goézlenmektedir. Ancak
hem pterjium hem de normal konjonktival stromada heterojen bir model goriilmektedir.
Pterjium epitelinde bcl-2 anti-apoptotik bir proteinin varligi, ancak her iki epitelde de
bulunan pro-apoptotik protein bax’a karst koyan konjonktivanin bu gozlemi

aciklayabildigini diistindiirmistiir (Di Girolamo ve ark. 2004).

2.4.4.Tiimor Supresor pS3 ve Iliskili Proteinler

p53, UV radyasyona maruz kalarak hasar gormiis bir¢ok hiicre tipinde, dnemli
bir hiicre stres regiilatorii olup, yiikksek miktarda ifade edilebilmekte ve
immiinohistokimyasal olarak saptanabilmektedir. p53 geni iyi bilinen bir timor
supresordiir ve hiicre dongiisiinii diizenlemektedir. Ayrica, DNA onarimi ve sentezi,
hiicre farklilagmas1 ve apoptoz sirasinda da islev gormektedir. Hiicre proliferasyonunun
kontrol noktalarindan birinin pterjium gelisimindeki rolii, genellikle p53 tarafindan
kontrol edilmektedir. Pterjiumun bazal epitelinde p53 miktarinda artis oldugu rapor
edilmistir ve p53 mutasyonlarinin, neoplastik hiicre biiylimesinin en yaygin genetik
gostergesi oldugu diisiiniilmektedir. Pterjium, dejeneratif islev bozuklugundan ziyade
neoplastik bir biiyiime bozuklugu olarak da bilinmektedir. Yapilmis olan bir ¢aligmada,
kontrol numunelerinin higbirinde pozitif p53 boyasi gozlenmezken, pterjium

numunelerinde p53 ifadesinin  anormal seviyeleri immiinhistokimyasal olarak
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gosterilmistir. SNP markirlar, genler ve hastaliklar arasindaki karmasik iligskiyi
tanimlamak i¢in iyi bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. p53 kodon 72 polimorfizmleri
(rs104 (21) 2522, G / C, Arg72Pro) tiimor duyarlilign i¢cin 6nemli belirteclerdendir. p53
proteininin ve kodon 72 polimorfizminin anormal ekspresyonuna eslik eden p53 gen
mutasyonunun  varliginin  pterjium  patogenezinde de rol oynayabilecegi
distiniilmektedir. Cevresel Kkirletici olan benzo (a) piren (BaP) 'nin de p53 mutasyonuna
neden oldugu bulunmustur. BaP'nin son bir metaboliti olan BaP 7,8-diol 9,10-epoksit
(BPDE), bir eklenti olusturmak iizere deoksiguanozine saldirabilir, boylece p53 gen
mutasyonuna neden olabilmektedir. Pterjium numunelerinde BPDE benzeri DNA
eklentisinin olusumu, sitokrom p450 polimorfizmleri ile iliskilidir. Bu nedenle, bir
CYP1AL1 polimorfizmi pterjium ile korelasyon gosterir ve pterjium duyarliligi igin bir
belirte¢ olarak kullanilabilir (Liu ve ark. 2012; Liu ve ark., 2013; Cardenas-Cantt ve
ark., 2016). Buna ek olarak bazi ¢alismalar, p53 mutasyonlarinin normal pro-apoptotik
fonksiyonunu inhibe edebilecegini de One siirmektedir. Bununla birlikte, p53'teki
mutasyonlara kars1 olarak pterjiumda p53 direnci i¢in bir mekanizma olmas1 gerektigi
diistiniilmektedir. p16 gen promotoru, pterjlumda hipermetilasyona ugramis ve bu
hipermetilasyonun ifadesi ile giiclii bir baglantilis1 oldugu sdylenmektedir. DNA
metiltransferaz 3b (DNMT3b) proteininin pozitif ifadesinin ve pl6 proteininin
bastirilmasiyla da iliskilendirilebilir. Bu veriler metilasyonun pterjijumda meydana
geldigine ve gelisimlerinde rol oynayabilecegine dair molekiiler kanitlar saglamaktadir.
Bununla birlikte pterjiumda, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz ile ilgili bazi proteinlerin
ifadelerinin azaldigi, buna karsin hiicre ¢ogalmasina katilan bazi importinlerin ise
ifadesinin arttigi sdylenebilmektedir. Pterjiumlarin da, ¢ogunlukla epitelde telomeraz

aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular pterjiumun apoptozun anormal
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regiilasyonunun bir sonucu olabilecegini de diisiindiirmektedir (Shimmura ve ark.,
2000; Di Girolamo ve ark., 2004; Chen ve ark., 2006; Kase ve ark., 2007; Cardenas-

Cantu ve ark., 2016).

UV isinlamasi, p53'i daha sonra cekirdege giren, DNA'ya baglanan ve hiicre
dongiistinii durdurma, apoptoz veya DNA onarimini tetikleyen translasyon sonrasi
mekanizmalarla stabilize edilmektedir. p53’iin stabilizasyonu, p53 ve diizenleyicileri ile
bax ve bcl-2 orani arasindaki etkilesimlere yol agabilir. Bax-bcl-2 orani doz baglantisi
oldugunu gostermektedir ve diisikk doz UV ile hiicre siklusunun durmasi ve yiiksek doz
da bax’in birikmesi ile iliskili olarak apoptoz ortaya ¢ikmaktadir (Di Girolamo ve ark.,

2004).

Tiim bunlara ilaveten, pterjiumda p53 ile yapilan calismalar ¢eligkili sonuglar
vermektedir. Mutant p53 ve retinoblastoma gen iriinii arasinda, transforme edici
biiylime faktorii-b'nin regiilasyonunda artisa yol agan bir etkilesim oldugu bulunmustur.
Ancak bununla birlikte pterjiumda meydana gelen bu degisimlere bir kanit olarak
gosterilememistir. Diger arastirmacilar ELISA veya immiinhistokimyasal teknikler
kullanarak yaptiklar1 ¢alisma sonuglarinda p53 miktarinda yiikselme oldugunu
bulmuslardir. p53 normalde, hiicrede kiigiik bir oranda bulunmaktadir. Baslangicta
pterjium i¢in pozitif p53 olan, sonraki tekrarlarda negatif hale geldigi gosterilmistir.
p53'lin birikiminin, pterjium patogenezinde mutant p53 i¢in kritik bir rol oynadigi
diisiincesine ters diisen tekrarlar ile iliskili olmadigini diisiindiirmektedir. ilging olarak,
sadece bir caligmada pterjiumda p53 mutasyonlarinda Yyabanil tipli p53°tin bulunmadig:
bildirilmistir. Metodolojik farklar bu c¢esitli sonuglar1 agiklayabilmektedir. Alternatif
olarak, p53 birikimi, UV harabiyeti ve hiicre devrinin degisimine cevap olabilir. Tek

doz UV-B'ye maruz birakilan insan derisinde p53 birikimi 24 saatte zirveye ulasip ve 3-
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4 giin sonra bazal seviyelere gerileyebilir. Bu nedenle eger pterjiumlu hastalar
cerrahiden Once giines 1s18ina maruz birakildiysa, bu orneklerdeki p53 boyasi bir
yabanil tipli p53 birikimini yansitiyor olabilmektedir. p53'teki mutasyonlar tiimoérler
arasinda ortaktir, ancak alt hiicreli boliimlendirme gibi diger araglarla yabanil tipli
p53'in  islevsel inaktivasyonu da  tamimlanabilmektedir.  Ornegin; insan
keratinositlerinde yabanil tipli p53'iin sitoplazmik ayrimina yol acan p38 MAP kinaz
yolaginin UV aktivasyonu bildirilmistir. Pterjium yiizeysel katmanlarinda p53 ve
TUNEL boyamasinin olmamasi, bu hiicrelerin UV 1sinlarina maruz kalmasi nedeniyle
sagirticidir. Alternatif olarak, Qin ve ark.’nin son bulgulart bu gézlemi agiklayabilir.
UV'ye maruz birakilmis organ kiiltiirlii deride, bazal tabaka, p53 indiiksiyonunda ve
DNA tamirinde suprabazal katmanlara kiyasla daha tepki verici olarak gosterilebilir. Bu
suprabazal hiicreler, bazal tabakadan ¢ok daha yavas bir hizda apoptoz gegirirler. Buna
ek olarak, kiiltiirde yaslanan keratinositler, apoptoz nispeten direnglidir, diisiik seviyede
p531 ifade etmektedir. Bu da, DNA'ya zarar veren ajanlara (UV veya adriamisin)
maruz birakildiginda indiiklenebilir degildir, fosforile edilemez veya asetillenemez (Qin
ve ark., 2002; Di Girolamo ve ark., 2004). Farkli potansiyele sahip olan keratinosit
populasyonlart da p53 ile indiiklenen apoptoza duyarlilhik bakimindan farklilik
gostermektedir. Boylece boliinme i¢in smirli kapasiteye sahip hiicrelerde, p53 ile
indiiklenen hiicre dongiisii tutuklanmasi, nispeten kisa dmiirleri goz 6niine alindiginda,
kok hiicreler genomdaki degisikliklere karst koruma saglamak i¢in islevsel bir p53
hiicre dongilisii kontrol noktasina ihtiyaclari vardir. p53 regiilasyonunun karmasikligi
gdz Oniine alindiginda, pterjiumdaki son calismalar pek c¢ok soruyu cevapsiz
birakmaktadir. Bazal epitelyal boyama, normal UV maruziyetine yanit olarak bir

yabanil tipli p53 birikimini yansitiyor mu veya ger¢cekten mutant formlar mi?”
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sorularin1 sormaktadir. Bu ¢alismalarin ¢ogunun her ikisine de tepki veren bir antikor
kullanildig1 g6z oniine alindiginda kesin olarak belirlemek zordur. Dahasi, biriken
p53'in fonksiyonel aktivitesi bilinmemektedir. Mantiksal olarak, yabanil tipli p53
birikiminin basarisizligina alternatif bir mekanizma olabilecegi iddia edilebilir. Dahasi,
p53 birikiminin olmamasi, p53 genine mutasyonlarin olmadigr anlamina gelmez. Bu
nedenle, pterjium patogenezinde p53 ile ilgili daha ayrintili arastirmalar yapilarak
sonu¢ almak i¢in heniiz erken oldugu sdylenenebilmektedir (Qin ve ark., 2002; Di

Girolamo ve ark., 2004).

2.4.5.Inflamatuar Mediatirler ve Biiyiime Faktorleri

Pterjium fibroblastlarindaki fibroanjiyogenik biiyiime faktorleri ve matriks
bozucu enzimlerin modiilasyonunun kornea istilasina yol acan gelisiminin, progresyona
katkida bulundugu gdsterilmistir. Histolojik ve sitolojik incelemeler pterjium epitelinin,
okiiler yiizeyin skuamoz metaplazi ve goblet hiicre hiperplazisi ile karakterize bir durum
oldugunu disiindiirmektedir. Kisa siire 6nce, hiicre dongiisii ile ilgili molekiillerin
pterjium epitel hiicrelerinde proliferasyon aktivitesinde potansiyel bir rol oynadigi
gosterilmistir. Bu veriler de, pterjium dokusunda hiicre ¢ogalmasi ve yapigmanin, epitel
ve stromadan kaynaklandigini diisiindiirmektedir (Kase ve ark., 2007). Kokeni ne olursa
olsun, inflamatuar mediatorlerin, pterjium gelisiminde anahtar faktor sayilabilmesi igin
onemli miktarlarda bulunmasi gereklidir. UV-B radyasyonunu takiben pterjiumda,
interlokin 1 (IL-1), 6 (IL-6) ve 8 (IL-8) diizeylerinin yani sira timor nekroz faktor alfa
(TNFa) diizeylerinin de artmis oldugu bulunmustur. Varliklar1 ve artmig ifadeleri géz
oniine alindiginda, UV ile indiiklenebilen bu sitokinler, ¢esitli seviyelerde pterjium
olusumuna katkida bulunabilmektedirler (Di Girolamo ve ark., 2004; Cardenas-Cantt

ve ark., 2016). Siklooksigenaz-2 (COX-2), siklooksijenazlarin indiiklenebilen
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izoformudur ve inflamasyonlu sitokin kaynakli anjiyogenez igin anahtar enzimdir. Son
zamanlarda COX-2'nin kronik inflamasyon ve ¢esitli tiimorlerde vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) ifadesini arttigr bildirilmistir (Park ve ark. 2011). COX-2 ayni
zamanda pterjium dokusunda da asir1 ifade edilmektedir ve prostaglandin tiriinlerin ve
inflamatuar basamaklarin giiglendirilmesinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir.
Pterjiumda inflamasyon ve hiicresel farklilasmaya neden olan bir enzim olan fosfolipaz
D’nin ve sistein proteinazlarin bir inhibitorii olan sistein C’nin miktarinda da artis
oldugu bulunmustur (Tong ve ark., 2008; Barba-Gallardo ve ark., 2013; Cardenas-

Cantu ve ark., 2016).

Bununla birlikte; Niikleer faktor kb (NF-kb)'nin hem kanonik hem de non-
kanonik yolaklarinin (sirasiyla akut ve gecikmis inflamatuar stireclerle ilgili oldugunu)
pterjiumda aktif rol oynadigi1 ve inflamatuar hiicrelerin pterjium dokusuna alinmasini da
iceren ¢ok sayida biyolojik etkiye neden olabilecegi diisiiniilmektedir.  Pterjium
olusumunda etkili olan hiicre proliferasyonu ile ilgili genis bir dizi biiytime faktorii de
incelenmistir. Heparin baglayici epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF) 'nin pterjiumda
hiicre gogiinii indiikledigi bulunmustur. Temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF),
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve HB-EGF’nin, UV-B radyasyonunu
takiben regiilasyonunu artirdigi rapor edilmistir. COX2 ile birlikte VEGF, pterjium
makrofajlarinda bulunur ve bu da anjiogenez, kollajen birikiminde ve muhtemelen
pterjium biiylimesinde rol oynadigini diistindiirmektedir. Pterjilumda pigment epitelinde
tiretilmis faktorde (PEDF) bir azalma ve insiilin benzeri biiyiime faktorii baglama
proteini-2'de (IGFBP-2) de bir artis gézlenmistir. PEDF'deki bu azalma anjiyogenik bir
inhibitor oldugu i¢in anjiyogeneze neden olabilmektedir. Ayrica pterjiumda kok hiicre

faktort, trombosit tlirevli bliylime faktorii (PDGF), bag dokusu biiytime faktorii (CTGF)
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ve transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-b)’nin da ifade diizeyindeki artis rapor

edilmistir (Cardenas-Canta ve ark., 2016).

Pterjiumun inflamatuar siirecleri, diizensiz ve uygun olmayan doku yeniden
modellenmesine neden olabilecek reaktif yara olusumunu tetikleyebilmektedir.
Fibroproliferasyon, artmis vaskiilarizasyon ve hiicre dis1 matriksin birikmesi, hipertrofik
yara izi olusumuna neden olmaktadir. Son zamanlarda, organ tamirinin ist regiilatorii
olan stromal tiirevli faktoriin (SDF-1) yam sira reseptoriiniin (CXCR-4) pterjium
stromasinda asirt ifade edildigi bildirilmistir. Yapilan ¢alismada, miyofibroblast
transformasyonuna katkida bulunabilen, miyofibroblastlarin bir 6zelligi olan SDF-1 ile
o-diiz kas aktini (o-Sma) arasinda da anlamli bir iliski oldugu disiiniilmektedir

(Cérdenas-Cantu ve ark., 2016).

Pterjiumda da ekstraseliiler matriks yeniden diizenlenmesi, hastaligin 6nemli bir
ozelligi olarak kabul edilmektedir. Bu siiregte proliferatif hiicreler farkli biiyiime
faktorlerine ve sitokinlere erigebilirler ve boylece igerigin goc etmesini engelleyen
kollajen engelleri kirilabilirler (Cardenas-Cant ve ark., 2016). Ekstraseliilar matriks
yeniden sekillenmesi, esas olarak MMP'lerin daha derinden incelendigi farkh
proteinazlarin etkisi ile elde edilebilmektedir. MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, ve
MMP-9 da dahil olmak iizere bircok MMP'nin ekspresyon seviyelerinin, go¢ ve
cogalmanin asil noktasi olan bas bdlgesinde arttig1 bulunmustur. Ozellikle MMP-8 ve
MMP-13"tin ifadesinin pterjium patogenezi ile iligskili oldugu sdylenebilir.
Ekstraseliiler matriks yeniden diizenlenmesinde transglutaminaz-2 (TGM2) ve MMP-
2'nin anormal DNA metilasyonuna sahip oldugu bulunmustur, bu da pterjiumun
patogenezinin temel ekstraseliiler matriks genlerinin metilasyon durumuyla iligkili

olabilecegini disiindiirmektedir. Dahasi, MMPs inhibitorlerinin (TIMPS) pterjium
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orneklerinde yiiksek ifade diizeylerinde oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, bu
proteinazlarin ve bunlarin inhibitérlerinin ifade seviyeleri, pterjium olusum ve gelisim

hizina aracilik edebilecegi diisiiniilmektedir (Cardenas-Cantt ve ark., 2016).

2.4.6.Anjiyogenez ve Lenfanjiyogenez

Saglikli yetigkin bir organizmada, yeni damarlarin gelisimi (anjiyogenez) yara
iyilesmesi sirasinda gozlenirken, patolojik kosullar altinda, bu durum diizensiz
olabilmektedir. Maligniteye doniistiiriilmiis hiicreler anjiyogenik faktorler iretirler ve
bu da neovaskiilarizasyonun otokrin biiyiime kontroliinii ve parakrini kontrol etmesini
uyarmaktdir. Inflamasyonun neovaskiilarizasyona ve pterjium bilyiimesine neden
olabilecek anjiyogenik yolaklarada neden oldugu bilinmektedir (Cardenas-Canta ve

ark., 2016).

Bunlarin hepsi dogrudan anjiyogenik aktiviteyi indiikleyen ETS-1 transkripsiyon
faktoriiniin aktivitesini tesvik eder. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF),
endotel hiicrelerinin daha ileri hareket ve proliferasyonu icin gerekli bir siire¢ olan
anjiyogenez sirasinda, temel zar degradasyonunun ilk basamaginda bir kemokin gorevi
goriir ve tiibiil benzeri yapilar gelistirir. Tsp-1, anti-anjiyogenik faktor gorevi goren ¢ok
islevli trombosit ve hiicre disi matriks proteinidir. Pterjiumda bulunan azalmis
seviyeleri, anjiyogenezin uyaricilarinin inhibe edilmis bir durumda hareket etmesine
izin verebilmektedir. VEGF ile birlikte indiiklenebilir nitrik oksit sentazinin (iNOS)
asirt miktarda ifade edildigi ve nitrik oksitte bir artisa ve daha fazla anjiyogenik
uyarilmaya neden oldugu bulunmustur. Embriyogenez sirasinda vaskiiler pleksusun
kompleks organizasyonunu olusturmast gereken protein ve tirozin kinaz tipi reseptor

olan sisteminin goz anjiyogenezinde rol aldig1 bulunmustur. Dahasi, UV-15181 tarafindan
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indiiklenen timin dimerleri primer ve tekrarlayan pterjium patogenezinde anjiogenez ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle fibrovaskiiler dokunun vaskiiler aginda hem
primer hem de tekrarlayan pterjiumda kan ve lenfatik damarlar tespit edildigi g6z 6niine

alindiginda bu sonuca varilabilmektedir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

Son zamanlarda pterjiumda lenfanjiyogenez gelistigi de gosterilmistir. Lenfatik
damarlarin bollugu ile pterjiumun siddeti arasinda bir iliski bulunabilecegi
distiniilmiistiir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016). Ayrica, cerrahi orneklerde lenfatik
mikrodamar yogunlugunun artmasinin pterjium niikstinii 6ngordiigii bildirilmistir. Kan
damarlar1 bagisiklik sistemi hiicreleri i¢in daha fazla iltihap yaratan bir gegis yolu
saglamaktadir. Lenfatik damarlar, antijenik maddenin okiiler yiizeyden bolgesel lenf
diigiimiine ¢ikigini saglar ve boylece iltihap i¢in olumlu bir geri besleme dongiisii
olusturur. Bu mekanizmalar pterjium baslangict ile pek ilgili olmasa da, kesinlikle
dokunun biiyiimesi ve gelisimi ile ilgili olabilecegi diisiintilmektedir (Ling ve ark.,

2012; Cardenas-Cantt ve ark., 2016).

2.4.7 Immiinolojik Mekanizmalar

Hem humoral (Immiinoglobulin (Ig) A, IgM ve IgG) hem de hiicresel
(Ienfositler, plazma hiicreleri ve mast hiicreleri) immiinolojik mekanizmalarin pterjium
gelisimi ve niiksiinde rol oynadigina inanilmaktadir. Vaskiiler hiicresel adezyon
molekiilii 1 (VCAM-1), interseliilar (hiicreigi) adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve insan
lokosit antijeni-DR (HLA-DR) de dahil olmak iizere immiinolojik aktivitenin
belirteclerinin arttigi rapor edilmistir. Bunlara ek olarak; E-kaderin ve p-kateninin
ifadesinin artmis oldugu gozlemlenmistir. Pterjiumda mast hiicreleri, lenfositler, plazma

hiicreleri, dendrit hiicreler ve CD4+ ve CD8+ T-hiicrelerindeki artis da gézlemlenmistir.
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Inflamasyon siirecinin yogunlugu antijen diizeylerine bagli olarak degistigi icin
makrofaj tipi hiicreler pterjiumda diizensiz dagilim gostermektedir. Bu immiin hiicre
infiltrasyonu subepitelde ve epitelin  lizerini Orten bolgelerde bol miktarda
bulunmaktadir. Inflamatuar siirecin hiicre proliferasyonundan, anjiyogenez siirecinden
veya pterjiumun tekrarlamasindan sorumlu olmadigi diisiiniilmektedir (Park ve ark.,

2011; Cardenas-Cantt ve ark., 2016).

2.4.8.Kolesterol Metabolizmasindaki Degisiklikler

Pterjium tiirevli fibroblastlarda kolesterol metabolizmasinda bir degisiklik
gozlenmistir. Dahast  hidroksil-metilglutaril-koenzim  A-rediiktazin ~ (Kolesterol
biyosentezinin hiz smirlayict enzimi) mRNA diizeyindeki artis ve diisiik yogunluklu
lipoprotein reseptorii  (Kolesterol agisindan zengin lipoproteinleri igine alan) insan
orneklerinden izole edilen pterjium fibroblastlarinda bulunmaktadir. Everolimus ve
pioglitazonun pterjium fibroblast proliferasyonunu ve hiicre i¢i kolesterol
homeostazisini asil-koenzim A kolesterol agiltransferaz ve ¢oklu ilag direnci proteininde
rol alan molekiillerin seviyelerini azalttigi gosterilmistir. Bu g¢aligmalarin sonuglari,
tropikal ilaglarin, kolesterol ester metabolizmasinin modiilasyonu ile pterjium
¢ogalmasinin 6nlenmesinde kullanilabilecegini 6nermektedir (Cardenas-Canta ve ark.,

2016).
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2.4.9.Epitelyal-Mezenkimal Gegis (EMG/EMT)

Epitelyal hiicrelerin farkli durum ve uyarilar sonucunda epitelyal 6zelliklerini
kaybederek mezenkimal ozellikler kazanmalar1 epitelyal mezenkimal gecis (EMT)
olarak adlandirilir ve bu durum kanser hiicrelerinde de goriilmektedir. Epitelyal tiimor
hiicreleri, yiiksek yayilma ozelliklerini gelistirmek ic¢in, morfolojilerini ve islevlerini
degistirmektedirler. Boylece gegici olarak Ornegin alfa diiz kas aktini (a-SMA) gibi
mezenkimal farklilagsma belirteglerini alirlar ve epitelyal oOzelliklerinin bir kismini
kaybederler (6rn., Epitelyal (E) kaderin) (Ando ve ark., 2011; Vatansever, 2016).
EMT'deki bu epitelyal 6zelliklerin kaybi, hiicre iskeleti yeniden diizenlenme ve bazal

membranin bozulmasiyla sonuglanan bir siire¢ olabilmektedir (Hills ve ark., 2012).

Kaderinler, kalsiyuma bagimli hiicre yapisma molekiillerinin bir ailesidir.
Homofilik baglanma etkilesimleri vasitasiyla kaderinler, morfolojik farklilagsma ve
hiicresel ~ proliferasyonda 6nemli rol oynamaktadirlar. E-kaderin, hiicre-hiicre
yapismasinin aracisi olarak, genellikle bir yapisma bandinda yer alan bir transmembran

glikoproteindir (Kase ve ark., 2007).

Yirttiilen bir ¢alismada, E-kaderinin regiilasyonundaki azalma ve hiicre-hiicre
yapismasint diizenleyen B-katenin proteinlerinin hiicre igi birikimi pterjium epitelinde
immiinositokimyasal olarak tespit edilmistir. E-kaderinin regiilasyonundaki bu azalig
EMT sirasinda 6nemli rol almaktadir. Kanonik B-katenin sinyal yolagi gelisimde
EMT'yi yonlendiren ve kanserde siklikla aktive olan bir tamamlayicidir. (Cardenas-
Cantt ve ark., 2016). Ustelik, kiiltiirlenmis kanser hiicrelerinde E-kaderin'in benzer
sekilde bloke edilmesi EMT'yi animsatan hiicre seklindeki degisikliklere yol agmaktadir
ve ayni zamanda bu durum metastatik Ozellikteki hiicrelerin olusumuna da neden

olmaktadir. E-kaderin immiinreaktivitesinin a-SMA pozitif pterjiyal epitel hiicrelerinde
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de yer aldigi gosterilmis olup EMT'nin pterjium patogenezinde onemli bir rol
oynadigim1  diisiindiirmekte ve son zamanlardaki bazi c¢alismalarda bu verileri
desteklemektedir (Ando ve ark., 2011; Engelsvold ve ark., 2013; Cardenas-Canta ve

ark., 2016).

Ayrica EMT nin, fibroblast benzeri 6zellik kazanmasi ve hiicre i¢i yapisikligin
azalmasmin 6nemli bir siire¢ oldugu diistiniilmektedir. Bunlara ek olarak, kanser
hiicresinin yayilmasi, timor progresyonu ve maling transformasyon sirasinda ortaya
cikan olaylarda da EMT'nin kritik bir rol oynadigimi gostermektedir. Cesitli onkojenik
yolaklar (peptid biiylime faktorleri, Src, Ras, Ets, integrin, Wnt / B-katenin ve Notch)
EMT'yi indiiklemektedir ve buna ek olarak da, hiicre yapisma molekiilii E-kaderin'in

ifadesinin azalmasina neden olmaktadir (Larue ve ark., 2005).

EMT nin hem gelisim siire¢lerinde hem de tiimdr metastazinda énemli olmast,
epitel hiicrelerinin hiicre-hiicre temasin1 kaybettigi ve mezenkimal 6zellikler kazandigi
geri doniigiimli bir dizi olay1 agiklamakta kullanilabilmektedir. Bu olaylar, E-kaderin
gibi epitelyal spesifik hiicre-hiicre yapigma molekiillerinin kaybedilmesi veya yeniden
diizenlenmesi, fibronektin, vimentin ve N-kaderin gibi mezenkimal belirteglerin
devreye sokulmasi da dahil olmak iizere hiicrenin molekiiler yeniden programlanmasi
ile ilgili olabilmektedir. Ayrica, tiimor biyolojisi iizerine yapilan c¢alismalar, TGFp,
Whnt, Notch, PDGF ve FGF gibi biiyiime faktorlerini iceren sinyal yolaklarinin EMT'yi
indiikleyebilecegini diistindiirmektedir. TGFB uyarimi {izerine, ZEB transkripsiyon
faktorlerinin (ZEB1 / ZEB2) regiilasyonun artmasi; sonugta EMT'ye yol acan E-box
elementlerine baglanma ve E-kaderin genlerinin bastirilmasi ile sonucglanabilecegi
goriisiinli desteklemektedir (Engelsvold ve ark., 2013). Azalmis E-kaderin seviyeleri ile

iligkili hiicre adezyon kaybi, TGF-B1 ile indiiklenen tiibiiler hasarina tepki olarak daha
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once gozlenen erken fenotipik ve morfolojik degisikliklerdeki dnemli bir adimi temsil
etmektedir. Tim bunlarin yaninda kaderinler, hiicre-hiicre temasinda aktini, hiicre
iskeletine ve cesitli diger sinyal molekiillerine baglayan ¢oklu protein adherens
(junction) kavsagmin olusturulmasinda rol oynamaktadirlar. Sitoplazmik alan, -
katenin'e baglanirken, hiicre dis1 etki, bitisik hiicreler tizerinde E-kaderin ile ligasyona
aracilik etmektedir ve kaderini o-Katenin araciligiyla aktin hiicre iskeletine
baglamaktadir (Kase ve ark., 2007; Hills ve ark.,, 2012). Kateninler vasitasiyla
kaderinlerin F-aktin'in etkilesimi sadece birlesim yerinin yapisma giiclinii arttirmakla
kalmaz ayn1 zamanda yapiskanligi ve hiicre i¢i sinyallemeyi baslatan proteinler i¢in bir
sinyal digiimii olarak da islev goriir. E-kaderin ve PB-Katenin ile hiicre-hiicre temas
yerlerinde birlikte lokalize edilmektedir. Bitisik hiicrelerin sitoplazmasini ve gap
junctionlar1 birbirine baglayan hekzamerik hemikanallar yani konneksonlar igine
oligomerize etmektedirler. Konneksonlardan olusan gap junctionlar, kaderinlerden
olusan ara bolme ve siki baglantilar sik sik epitel hiicrelerinde diizenlenir (Sekil 2.6).
Gap junctionlar, ¢oziinen maddelerin, metabolik Onciillerin ve elektrik akimlarinin
transferini miimkiin kilmaktadirlar. Ayrica, uygun islevin saglamasi ve aktivitenin
senkronize edilmesi igin gereklidirler. Kaderin bazli hiicre adezyonunun inhibisyonu
gap junction diizenegini inhibe ederken, giiglii baglantilari olmayan hiicrelerin igindeki
rekombinant kaderinlerin iretimi adherens (junction) kavsaginda konneksin
fosforilasyonunu ve hiicre-hiicre iletisimini arttirmaktadir (Sekil 2.6) (Laird, 2006; Hills

ve ark., 2012).
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Sekil 2.6: Bir Gap junctionda diizenlenmis kavsak kompleksleri (Laird, 2006)

2.5.Gap Junctionlar

Gap junctionlar (GJs), birbirine bitisik hiicreler arasinda kiigiik molekiillerin
dogrudan gegisine izin veren, membran yiizeyinde tipik olarak 10 ila 10.000 arasinda
degisen, plaklar halinde toplanan, hiicre i¢i zar kanallaridir. Bunlar, iki Kkarsit
hemikanalin (veya konneksonlar) etkilesmesinden ve sirasiyla alti konneksin
proteinlerinden meydana gelmektedirler (Sekil 2.7). Gap junctionlara konneksinler
tarafindan olusturulan hiicreler aras1 gec¢is kanallar1 da denilebilmektedir. Konneksinler
veya fonksiyonel analog yapilari, ¢ok ¢esitli organizmalarda bulunmaktadir. Hepsi dort
membran alani, iki hiicre dis1 dongii, bir sitoplazmik dongii, bir sitozolik N terminal
kuyruk ve bir C-terminal bolgesi i¢eren bir yapidan olusmaktadirlar (Sekil 2.7) (Laird,

2006; Vinken ve ark., 2006; Tuzcu ve ark., 2010).
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Sekil 2.7: Gap junctionlarin yapist (Vinken ve ark., 2006; Tuzcu ve ark., 2010).

Bosluk baglantilari, membran yiizeyinde plaklar halinde gruplandirilir ve iki
heksamerik konveks (hemikanallar) olarak diizenlenmis on iki konneksin proteininden
olusur. Konneksin yapisi iki hiicre dis1 halkadan (EL), dort zardan gegen alandan (TM),
bir sitoplazmik dongiiden (CL), bir N terminal kuyrugundan (NT) ve bir C-terminal
kuyrugundan (CT) olusur.

Gap junction kanallar1 ayni1 tipteki hiicreler arasinda olustugunda, homoselliiler
gap juntionlar, farkli tipteki hiicreler arasinda olustugu zaman ise heteroselliiler gap
junctionlar olarak adlandirilmaktadirlar (Laird ve ark., 2005). Gap junctionlar hemen
hemen her memeli hiicre tiiriiniinde var olduklarindan, islevleri hiicre ve doku
biyolojisinde son derece dnemlidir. Bu ¢esitli dagilim, konneksin ailesinin farede 20 ve
insanlarda 21 {yeden olustugunun bulunmasi ile agiklanmistir. Tim kanallarin
ozellikleri farkli olmasma ragmen, 1 kDa'y1 asan molekiilleri igceri almamaktadirlar.
Ikincil haberciler ve kiiciik metabolitler (CAMP, InsP3, adenosin, ADP ve ATP) ise bir
hiicreden digerine dogrudan ge¢en molekiiler olarak bilinmektedirler (Laird, 2006). Bu
kiigiik molekiillerin (genellikle 1 kDa'dan daha diisiik) dogrudan hiicre igi gegisine izin

veren, gap junctionlart olusturmak igin komsu hiicrelerdeki baglayicilarla baglantili

olabilen, konneksonlar olarak adlandirilan hekzamerik hemikanallari olustururlar.
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Bununla birlikte, son kanitlar da konneksonlar'in bazi hiicre tiplerinde belirli amaglar
icin hemikanallar olarak islev gorebildigini gostermislerdir. Diger gap junction aile
tiyelerinin ise, bagisiklik yanitlarini i¢eren ilging hiicresel olaylar tesvik etmek, timor
baskilayic1  ozelliklere sahip olmak ve hiicre morfolojisinin  ve iskeletinin
diizenlenmesinde rol aldigi da diisiiniilmektedir. Gap junctionlarin membran kanallari
olarak rolleri uzun zamandan beri arastirilmakla beraber bu kanallar1 olusturan
konneksinlerin yapilari ve islevleri tam olarak netlik kazanamamistir (Matsuuchi ve ark.

2013).

2.5.1.Konneksinlerin Molekiiler Yapist ve Konneksin 43 Geni

Konneksinlerin, iki hiicre dis1 (EL1 ve EL2) ve bir sitoplazmik halkaya (CL)
sahip oldugu, proteoliz duyarliligt ve bolgeye yonlendirilmis antikor lokalizasyonu
caligmalari ile belirlenmistir. Amino- (NT) ve karboksil- (CT) kisimlari da sitoplazmik
tarafta bulunmaktadir (Sekil 2.10) (Liu ve ark., 2001; Paznekas ve ark., 2003; Sohl ve
ark., 2004; Laird, 2006; Grosely ve ark., 2013). Bu integral membran proteinleri,
olusturduklart ilmekler yardimiyla sitoplazmada agiga ¢ikan hem N-terminal hem de C-
terminalin ikisine de sahip olan sitoplazmik bagi (CL) kullanirlar (Tuzcu ve ark, 2010).
Bugiine kadar konneksin aile {iyelerinin hepsinin topolojisi ayrintili olarak
incelenmemistir. Buna ragmen; bu aile tiyeleri arasindaki dizi korunumu; iki EL ve AT
bolgesini de igeren dort transmembran bolge de agik¢a bellidir. EL domainleri,
intramolekiiler disiilfid bagi ile baglanmaktadir, ¢linkii biitiin konneksinler her EL'de {i¢
korunmus sistein kalintisina sahiptirler. Konneksinler, her biri konnekson veya
hemikanallar olarak adlandirilan hegzamerlerin icine oligomerize olurlar. Yan yana
gelen plazma membranlarindan iki bitisik konnekson bir baglanti kanalin1 olusturmak

i¢in birbirine yanasarak yaklasik 2 nm ¢apinda olan kanallar elde edilir. Konneksin ara
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birimleri bu kanal igerisine paketlenmistir (Tuzcu ve ark., 2010). Teorik olarak olasi
kanal alt tiplerinin karmasiklig1, bir¢ok hiicre tipinin li¢ veya daha fazla konneksin ifade
ettigi kanal alt tiplerinin karmasikligindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.
Epidermisin en az yedi adet konneksini farkli sekilde ifade ettigi bildirilmistir ve
bunlarin tam olarak keratinosit farklilagsmasi tarafindan diizenlendigi bulunmustur (Di
ve ark., 2001). Bunun yaninda, kanal ¢esitliligi ile birlikte ifade edilen tiim baglantilar
heteromerik konnekson veya heterotipik kanallar1 olusturmaktadir. Epidermisdeki
konneksin diizeninin 6nemi ve gelismisligi, farkli yerlere 6zel spesifik gap junction
bolmelerinin kurulmasina izin vermektedir (Laird, 2006). Ornegin yara iyilesmesinde,
CX26 ve CX30 ifade diizeyleri artarken, CX31 ve CX43’lin regiilasyonu azalmaktadir.
Bu durum kanal alt tiplerinin farkli gérevlere sahip oldugunu gostermektedir (Kretz ve
ark., 2003; Laird, 2006). Dolayisiyla, gap junctionlarin genel karmasiklig1 biiyiik oranda

kanallara baglanan bilesenler tarafindan diizenlendigi sdylenebilmektedir (Laird, 2006).

Cesitli konneksinler (CX43, CX32 ve CX26 gibi) icin temel topoloji
dogrulanmaktadir. Karsilikli olarak, konneksinler arasindaki cesitlilik CL ve CT
bolgelerinin dizisi, boyutu ve posttranslasyonel modifikasyonundan kaynaklanmaktadir.
Konneksinlerin  olusturdugu hekzamerler, homotipik, heterotipik ve kombine
heterotipik/heteromerik olarak bir konnekson iginde diizenlenmektedir (Sekil 2.8) (Sohl

ve ark., 2004; Laird, 2006; Mese ve ark., 2007; Grosely ve ark., 2013).
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Sekil 2.8: Gap junctionlarin konneksin montaji (Laird, 2006).

Konneksin proteinleri ayn1 zamanda hiicre biiyiimesi, yapigsma, go¢, apoptoz ve
sinyalleme gibi hiicre homeostazinin diizenlenmesinde de rolleri vardir (Zhao ve ark.,
2013). Karsinojenezin altinda yatan ¢ok sayidaki mekanizmada gap junction
hiicrelerarasi iletisimin (GJIC) kaybi ile iliskilidir. Bununla birlikte, konneksin
genlerinde mutasyonlarin olusmasi nadir bir olaydir. DNA hipermetilasyonu gibi
epigenetik  modifikasyonlar, konneksin gen ekspresyonunun susturulmasini
tetikleyebilir. Konneksin proteinlerinin uygun olmayan fosforilasyonu ve anormal
sitosolik lokalizasyonu da siklikla tiimor hiicrelerinde gozlenmektedir. Gap junction
hiicreleraras1 iletisimin kesilmesi, tiimor hiicrelerinin, ¢evredeki hiicreler tarafindan
normal biiylime diizenlemesinden kagmasina neden olur ve boylece anormal biiylimeye
devam ettigi diistiniilmektedir. Konneksin ifadesine miidahale etmek, dogrudan

homeostatik dengesizligi tetikleyebilmektedir. Aslinda, konneksin eksikliginin,
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kendiliginden veya kimyasal olarak neden olunan karsinojeneze karsi artan duyarliliga
yol actig1 bilinmektedir. Bu nedenle Konneksin genleri tiimor slipresér genleri olarak
kabul edilir ve bunlarin tiimor hiicrelerinde asir1  ekspresyonunun, hiicre
proliferasyonunun azalmasi ve hiicre Oliim aktivitelerinin artmasiyla sonuglandigi
bilinmektedir (Vinken ve ark., 2006).

Konneksin 43, en yaygin konneksin homologlarindan biridir. Konneksin 43, diger
konneksin proteinleri gibi, bir hiicre i¢i N-terminal, dort transmembran alan, iki hiicre
dis1 halka, bir sitoplazmik halka ve bir hiicre i¢i C-terminalden olusmaktadir. Konneksin
43, karsinogenez ve tiimor metastazinda onemli rol oynamaktadir ve bircok kanser
tipinde eszamanl olarak ifade edilmektedir (Paznekas ve ark., 2003; Boengler ve ark.,
2006; Xu ve ark., 2008). Konneksin ailesi tiyeleri arasindaki ¢esitlilik sitozolik
bolgelerdeki yapisal farkliliklardan da kaynaklanmaktadir. Farkli konneksin tiirlerini
belirlemek i¢in giiniimiizde iki terminoloji sistemi kullanilmaktadir. Bunlardan ilk
sistem, CcDNA dizilemesi ile konneksinleri molekiler agirlik temeline gore
ayrrmaktadir. Ornegin, en bol olan hepatik konneksin, 43 kDa'lik bir tahmini molekiiler
kiitleye sahiptir ve bu nedenle Konneksin 43 olarak adlandirilir. Ikinci sistemde ise,
konneksinler, dizilim benzerligi ve sitoplazmik alanlarin uzunluguna gore, gap junction
icin " GJ " Onceligi kullanilarak alt smiflara (a, h, g veya y) ayrilir ve kesfedilme
siralarina gore sayi alirlar. Bu sistemde, Konneksin 43, CX43; Gap junction Protein alfa
1, GJA1 olarak adlandirilir. Ancak, en yaygin olarak molekiiler agirhik temelli
isimlendirme kullanilmaktadir (Vinken ve ark., 2006).

CX43 (GJALl) geni, 382 aminoasitten olusan 43 kDa’luk bir proteini
kodlamaktadir. Insanda 6q22-023'de, farelerde 10. Kromozom iizerinde yerlesiktirler

(Sekil 2.9) (Liu ve ark., 2001; Paznekas ve ark., 2003; Sohl ve ark., 2004). Bu veriler,
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NCBI veritabanindan elde edilen sekans bilgilerinin mevcut durumunu yansitmaktadir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2697).
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Sekil 2.9: CX43’lin kromozom {iizerindeki yeri
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CX43 (GJAL)

Cok sayida konneksin goz Oniine alindiginda, hiicresel ve doku dagiliminin

birbirinden farkli oldugunu gérmek sasirtici degildir. Tiim hiicre ve doku tiplerinde

konneksin ifadesinin ayrintili degerlendirmesinde 6ne ¢ikan i¢ temel ilke vardir.

Bunlardan;

1. Birgok doku ve hiicre tipi, konneksin ailesinin iki veya daha fazla tiyesini ifade

eder. Ornegin, keratinositler, en az CX26 (konneksin26), CX30, CX30.3, CX31,

CX31.1 ve CX43; aym sekilde, kardiyomiyositlerde CX40, CX43 ve CX45’i ve

hepatositler CX26 ve CX32'yi ifade etmektedir. Aynmi hiicre tipindeki birden

fazla konneksin aile {iyelerinin birlikte ifadesi muhtemelen telafi edici

mekanizmalarmin fonksiyonel kaybi veya mutasyonunun iistesinden gelmesine

olanak vermektedir. Bu durum, konneksin-gen calismalarinda etkin sekilde

gosterilmektedir. Boylece, ortak ifade edilen konneksin aile iiyeleri arasinda

herhangi bir telafi mekanizmasi mevcut degilse, hastaligin prevalansit veya

anormal gelisim insidansi tahmin edilebileceginden ¢ok daha diistiktiir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2697
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2. Ayn hiicrede iki veya daha fazla konneksin birlikte sentezlense bile, olusan
kanallar her zaman bir konneksin aile iiyesinin kaybini veya mutasyonunu telafi

edemeyebilir.

3. En ¢ok bulunan konneksinin, Konneksin 43 olmasi bunun, kardiyomiyositler,
keratinositler, endotel ve diiz kas hiicreleri gibi 35 hiicre tipini kapsayan farkli

dokularda endojen olarak ifade edildigini gostermektedir (Laird, 2006).

2.5.3.Konneksinlerin Biyosentezi

Konneksin proteinleri, sadece birka¢ saatlik yarilanma Omriine sahiptir. Bu
nedenle, konneksinler siirekli olarak, biyosentezlenip pargalanacak sekilde
programlanmistirlar. Konneksinlerin eslesmesinin derecesini yukari ya da asagi dogru
diizenleyen fizyolojik gerekliliklere yanit vermek igin kisa bir yarilanma 6mriine sahip
olmalar1 énemlidir. Konneksinlerin, klasik bir integral membran proteinleri ile iliskili
olarak, translokon, kodlanmis baslangic ve durdurma transfer dizileri yoluyla,
translasyonel olarak ER'ye (endoplazmik retikulum) gegtigi diisiiniilmektedir. Bu
kuralin bir istisnasi olabilir (CX26 gibi) (Laird, 2006). Konneksinler glikozile
edilmemis olsalar da, bir veya daha fazla molekiiler saperon tarafindan katlanip, daha
kararli duruma ulastiklar1 tahmin edilmektedir. Sistein kalintilarinin hiicre dis1 ilmekleri
(baslangicta ER liimenine maruz kalan alanlar) arasinda disiilfid baglarmi olusturmasi,
konneksinlerin en azindan protein disiilfid izomerazlarinin goézetiminde oldugunu
gostermektedir. Dahasi, diger molekiiler saperonlarin, ER’de gegici olarak bulunan
konneksinlerin katlanmasina yardimci olduklart da Ongoriilmiistiir. Konneksin
oligomerlesmesinin, ER icinde hareket siireleri boyunca gerceklestigi bildirilmistir. Bu

bulgu CX43 ve CX46 i¢in gecerli degildir ¢iinkii bu iki konneksinin de golgi aygitinda
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monomerik formda bulunduklar1 ve trans-golgi aginda oligomerize olduklart
goriilmiistiir. Son zamanlarda, erken konneksin oligomerizasyonu, asir1 ekspresyonun
bir driini mii veya ER'den ¢iktiktan sonra olusan konneksinlerin dogal
oligomerizasyonu ile mi yiikseltildigi sorular1 ortaya c¢ikmistir. Konneksin alt
birimlerinin oligomerizasyonunun, trans-golgi agin1 i¢eren ge¢ golgi bolmelerinde sabit
oligomerler iireterek birlesmeye basladigi bir olay oldugu diistiniilmektedir (Laird,

2006; Tuzcu ve ark., 2010).

2.5.4.Konneksinin Yasam Dongiisii
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Sekil 2.10: Konneksin yasam dongiisti (Laird, 2005; Tuzcu ve ark., 2010)
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Endoplazmik retikulumda biyosentezlenen konneksinler normal olarak,
endoplazmik retikulumun ¢ikis bolgelerinden tomurcuklandigi ve golgi aygitinin cis-
golgi agi ile birlestigi klasik sekresyon yoluna girmektedirler. Konneksinler tipik olarak
es-translasyonel olarak ER'ye yerlestirilir. Yanlis  katlanmis  konneksinlerin,
endoplazmik retikulum membranlarindan translokasyona ugratilmasi ve muhtemelen
protecazomal degradasyona maruz birakilmasina neden olur. Hatali protein trafigi
Ozellikleri olan bazi doniistiiriilmiis hiicrelerde, konneksinler normal sekreyon yolundan
gecebilmekte ve degradasyon igin lizozomlara girebilmektedir. Oligomerizasyon ve
konnekson olusumunun hem endoplazmik retikulumda hem de TGN (trans-golgi ag1) de
dahil olmak {izere daha uzak bolgelerde meydana geldigi bildirilmistir. Cesitli tastyic
vezikiiller, hiicre ylizeyine kapali konneksonlar sunar ve bu islem mikrotiibiiller ile
kolaylagir. Ayn1 zamanda kaderin bazli hiicre adezyon olaylar1, bir gap junction kanali
olusturan hiicreler arasi temas yerlerinde konneksonlarin yerlestirilmesini kolaylastirir.
Konneksin baglayici proteinlerin (yani, ZO-1), ikincil haberciler dahil olmak iizere
kiicik molekiillerin degisimi i¢in uygun olan gap junction (GJ) diizeninin
olusturulmasinda rol oynadig ileri siiriilmiistiir. GJ plaki, dis kenardan monte edilir ve
plagim i¢ kanallarinin, sonunda islevlerini kaybetmesi ve halka seklindeki kavsaklar
olarak adlandirilan ¢ift-membran yapilari olustururlar (Laird, 2005). Eger konneksinler
diizgiin sekilde katlandiysa, ERAD'dan uzak tutulmasi beklenmektedir. Ancak, bazi
durumlarda ERAD i¢in hedef alinmis da olabilir. Konneksin ailesinin en azindan bazi
tiyelerinin, konneksin ara bolmeden gegene ve golgi aygitinin, yani TGN'nin distal
elemanlarina ulasana kadar tam oligomerizasyonu geciktirilir. Pleiomorfik vezikiillerin
ve tasiyict ara tiriinlerin, mikrotiibiillerin kolaylastirdig: bir siire¢ olan hiicre yiizeyine

kapali konneksonlar verdigi diistiniilir. Konneksonlar hemikanallar olarak islev



41

gorebilir ve hiicre dis1 ortamla kiigiik molekiillerin aligverisinde bulunabilir veya kapali
bir durumda hiicre-hiicre birlesim bélgelerine yayilabilirler ve karsit bir hiicreden
konneksonlar ile kenetlenebilirler. Kaderin tabanli hiicre adezyonuyla baglantili olarak,
gap junction kanallar1 plakalar halinde kiimelenir ve ikincil habercileri degistirebilir.
Yeni gap junction kanallar1, gap junction plaklarinin kenarlarina yerlestirilir ve plaklarin
merkezinde daha eski kanallar bulunur. Cesitli konneksin-baglayict proteinler
tanimlanmistir ve bu baglanma proteinlerinin bir veya daha fazlasinin, hiicre iskelet
elementlerine etki ederek plak olusumu ve stabilitesini diizenledikleri muhtemeldir. Gap
junction plaklar1 ve bu plaklarin fragmanlari, genellikle bir halka seklinde birlesme
olarak adlandirilan bir ¢ift-membran yapist olarak iki bitisik hiicreden birbirine dahil
edilir. Bu durum daha sonra konneksozom olarak yeniden adlandirilmistir.
Konneksonlarin parcalanmasina yonelik diger yollar, konneksonlarin klasik endositik
yolaKlarla hiicreyi girdigi yerlerde bulunabilir. Bazi kanitlar, proteazomal bozulmada rol
oynadigin1  disiindiirse  de, pargalanmis gap  junctionlar, lizozomlara

hedeflenmektedirler (Laird, 2006).

2.5.5.Konneksinlerin Hiicre Yiizeyine Tasinmasi

Diizgiin katlanmis konneksinlerin, ER'yi terk ettikten sonra, cis-golgi agmna
girmeden once ERGIC'den gegmesi beklenmektedir. Birgok g¢alisma, konneksinlerin
golgi aygitindan gectigini ortaya g¢ikarmistir. Bununla birlikte, diger arastirmalar
CX26mim golgiden bagimsiz bir yol izleyerek hiicre yilizeyine ulasabilecegini
bildirmistir. Kisa siire 6nce yapilan bir ¢caligmada, ayni hiicrelerde hem CX26 hem de
CX43 izleyen salg1 yolu dogrudan karsilastirilmis ve her iki konneksin de bozulmamis
mikrotiibiillere diferansiyel bagimlilik gosteren benzer sekresyon yollarini izledigi tespit

edilmistir (Thomas ve ark., 2005; Laird, 2006). Konneksinlerin, hiicre yiizeyine nakli
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sirasinda salgi yolundaki translasyon sonrasi modifikasyonlar igin substratlarin ne
Olclide oldugu tam olarak anlagilamamis olsada; baz1 kanitlar, CX43'iin salgi yolaginin
erken donemlerinde gecici olarak fosforile edildigini ve bunun biiyiik ¢ogunlugunun
plazma membranina ulastig1 zaman gergeklestigi diistiniilmektedir (Laird, 2006). Canli
hiicrelerde Floresan proteinlerle isaretli konneksinler kullanarak yapilan g¢alismalar;
konneksinlerin trans-golgi agindan ¢iktiklarinda, ¢esitli boyut ve sekillerde hiicre
yiizeyine iletilmesi icin ¢esitli tasiyicilar ile isbirligi yapmaktadirlar. Bu pleiomorfik
vezikiiller ve tiibiiler uzantilar, trans-golgi agindan yayiliyor gibi goriilebilmektedir
(Thomas ve ark., 2005; Laird, 2006). Bundan otiiri, konneksin transportunun,
konneksin tastyicilarinin hiicre yiizeyine ulasmasini kolaylagtirmasi ve dagitim
slirecinin  verimliligini arttirmakta da gorevli olan mikrotiibiillerle oldugu da
diistindiirmektedir. Konneksonlarin hiicre yiizeyine ulagmasi ile kiigiik molekiillerin
hiicre dis1 ortama kontrolsiiz ge¢isini onlemek i¢in yiizeydeki acikliklara siki bicimde
dizilmeye devam etmektedirler (Laird, 2006). Konneksonlar, plazma zarlarina
yerlestirildikten sonra, lipid ¢ift katmaninda serbestce dagilirlar. Spesifik N- ve E-
kaderin esasli yapigsma olaylarinin yonlendirmesinde gap junction kanallar1 olusturmak
icin komsu hiicrelerdeki konneksonlar ile baglanti olusturmaktadirlar. Yapilan bazi
aragtirmalar, N-kaderin ve CX43'lin aslinda bir araya gelebilecegini ve adherens
(unction) kavsaklar1 ile gap junctionlar1 arasinda dogrudan ¢apraz baglanti

olusturabileceklerini de ileri stirmektedir (Wei ve ark., 2005; Laird, 2006 ).
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2.5.6.Konneksin Yikimi

Baslangigta, konneksinler ve gap junctionlar pargalanirken, diger integral
plazma membran proteinleri gibi bunlarinda lizozomlarda yasamlarina son verdikleri
bilinmektedir. Daha sonra, proteazomlarin, konneksin yikimini diizenlemede dogrudan
ya da dolayli olarak rol oynadigi bulunmustur. Bununla birlikte, lokalizasyon
calismalar1 ise, konneksinlerin lizozomlarda yikildigini savunmaktadir. Sonug olarak,
proteazomlarin ER ile iligkili degradasyondan (ERAD) sorumlu olduklari model
tizerinde durulsa da, lizozomlarin plazma membrani aracili dongiide konneksinleri
parcaladiklart disiiniilmektedir. Genel olarak, poli-ubiqutinlenmis konneksinlerin
ERAD'"1 hedef aldig1 ve mono-ubiquitin konneksinlerin internalizasyon igin etiketlendigi
ve son olarak lizozomlarda yikildigi soylenebilmektedir. Ancak tiim konneksinlerin
yikiminin ayn1 olup olamayacagi hala tartigmali bir konudur (Laird, 2006; Tuzcu ve ark.

2010).

2.5.7.Gap Junctionlarin Stabilitesini Diizenleyen Konneksin Baglayici Proteinler

Konneksinlerin bazilar1 translasyon sonrasi fosforile edildiginden, protein
kinazlar ve fosfatazlar da gecici olarak konneksin ailesinin iiyeleriyle etkilesime
girmektedirler. Bu kinazlar arasinda; v-src ve c-src kinaz, protein kinaz C, MAPK
(mitojen ile aktive protein kinaz), cdc2 kinaz (siklin bagiml kinaz olarak da bilinir),
kazein kinaz 1 ve protein kinaz A da vardir (Sekil 2.9). Konneksin fosforilasyonunun
Oonemi ve islevini arastiran g¢alismalar mevcuttur. Konneksin-baglayicit proteinlerin
ikinci bir simiflandirmasi, fosforilasyon / defosforilasyon olaylarinda yer almayan
proteinler tanimlanmaya basladiginda ortaya c¢ikmistir. Konneksinlerin baglandigi
gosterilen molekiillerden biri; sik1 baglantili bir protein olarak diisiiniilen ZO-1 (zonula

occludens 1)’dir. ZO-1, CX43 disinda CX32, CX46 ve CX50 gibi diger konnneksinlere
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de baglanmaktadir. CX43'e baglanan proteinlerden bir digeri; MAGUK (membrana
bagli guanilat kinaz) ailesinin ikinci bir iiyesi olan ZO-2'dir. MAGUK aile iiyelerinin
konneksinlere baglanmasindaki islevsel rolleri daha yeni anlagilmaya baslanmistir.
Singh ve ark.’lar1 (Singh ve ark., 2005; Laird, 2006) hiicre dongiistiniin farkli
asamalarinda CX43'e ZO-1 ve ZO-2’nin baglanmalarini incelemislerdir. Bu durum
CX43 ile ZO-1 etkilesiminin, gap junctionlarmin kararliligindan kaynaklandigini
disiinmektedirler. Siki kavsaklarda occludinin lokalize ve stabilize edilmesi igin
MAGUK ailesi tiyeleri i¢in de benzer bir rolii oldugu diistiniilmiistiir. Bu ¢aligmalara ek
olarak, CX43'e baglanan ZO-1'in gap-junctionlar boyutunu ve istikrarin1 diizenlemek
icin etkili oldugu ileri siiriilmektedir. MAGUK aile iiyelerine baglanan konneksinler
yaninda, kanitlar simdi B-katenin'in birlikte immiino-¢okeltilmesi ve CX43 ile birlikte
lokalize olabilecegini diisiindiirmektedir. Dogrudan veya dolayli olarak bu etkilesim, j3-
katenin'in, hiicre sinyallenmesinde ve WNT sinyalizasyon yolag: ile ¢apraz baglanma
aktivitesi ile GJIC (Gap Junction Hiicreleraras: iletisimi)'in diizenlenmesinde rol
oynama olasiligint gozler Oniine sermektedir. Ayni sekilde, CX43'iin CT'sine
baglandig1 tespit edilen bir baska potansiyel sinyal molekiilii, NOV (nefroblastom asir1
ifade)’dur. Biiyiime baskilanmasinda CX43-NOV etkilesimlerinin  rolii oldugu
gosterilmistir. Mekanik olarak bu protein-protein etkilesimi sasirticidir, ¢iinkii CX43'lin
CT alaninin normalde NOV gibi c¢oziinebilir bir salgi faktorii ile karsilagsmasi

beklenmemektedir (Laird, 2006).

Konneksinlerin yasam dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayabilecek bir diger
protein-konneksin etkilesimi kesfedilmistir. Hem o hem de B-tiibiilinin CX43'in C-
kuyruguna baglandigi ve mikrotiibiiller dordiincii transmembran alanin yakininda

kodlanmis bir motife baglandigi iyi bilinmektedir. Bu bulgu, konneksin tasimaciligini
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diizenleyen mikrotiibiillerin roliinii destekleyen dnceki ve son arastirmalarla uyumludur.
Bununla birlikte, alternatif olarak, gap-junctionlarin mikrotiibiil baglanti yerleri olarak
gorev yapabilecegi ve dolayisiyla mikrotiibiil isleviyle iligkili hiicresel aktiviteyi
diizenleyebilecegi gosterilebilmektedir. Her durumda, Gap junctionlar, hiicrelerarasi
iletisimde islev gormeye devam edebilir. Aktin baglayic1 protein drebrin'in ayrica
CX43'in CT'sine baglandigi gosterilmistir ve bu, CX43Uin muhtemelen kopriilenmis
mikrofilament oldugunu disiindiirmektedir. Drebrinin  susturulmasinda, hiicre
yiizeyinde gap junctionlarinin korunmasinda rolii oldugunu diisiiniilmektedir. Bir diger
konneksin-etkilesim proteini olan, CIP85 (85 kDa'lilk CX43 ile etkilesen protein)’in;
CX43'in iki prolin agisindan zengin motifine baglandig1 gosterilmistir. Benzer sekilde,
CX43'in caveolin-1'e baglandigi bulunmustur. Bugiine kadar OCP2 (Corti protein 2
organi) olarak adlandirilan bir E3-ubiquitin ligazin da CX26'ya baglandig bildirilmistir.
Konneksinlerin ubiquitinasyon igin substrat oldugu kanitlar1 géz oniine alindiginda, her
bir gap-junctionin 6ziimsenmesi veya bozulmasi izlenebilmektedir (Sekil 2.11) (Laird,

2006).

Bugiine kadar, CX43 baglayici proteinlerin biiyiikliigiiniin, konneksinlerin
yasam dongiisiiniin bir boliimiinii diizenleyen fonksiyonlar oldugu sodylenebilir. Fakat
bu etkilesimlerin bir veya daha fazlasinin kanallarin  gecit  Gzelliklerini

diizenleyebilecegi ihtimaline de dikkat edilmelidir (Laird, 2006).
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Sekil 2.11: CX43’e baglanan proteinler (Laird, 2006).

CX43' fosforile ettigi bilinen protein kinazlari temsil edilen bir gap-junction
plakas iist kisminda gosterilmektedir. Dogrudan veya dolayli olarak CX43'e baglandig1
gosterilen iskele proteinleri ve fonksiyonlart bilinmeyen proteinler, gap-junction
plakasmin alt kisminda gosterilmektedir. Burada gosterilen tiim proteinlerin, gap-
junction plakasmin bir pargast oldugu halde CX43'e baglanmasinin zorunlu olmadig:
unutulmamalidir (Laird, 2006).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.GEREC

3.1.1.Calisma Grubu

Calismaya, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklari
Anabilim Dali poliklinigine pterjium tanisiyla basvuran 26 (18 erkek; 8 kadin)
pterjiumlu olgu dahil edildi. Calisma da; katilimcilarin izni ve bilgisi dahilinde ameliyat
esnasinda alinan pterjium doku 6rnekleri hasta grubunu ve ayni hastalarin ayni goziine
ait normal konjonktiva dokular1 kontrol grubu olarak kullanildi. Bu ¢alisma i¢in, Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulun’dan
09.12.2014 tarihinde, 2014/21 toplanti numarasi ve 14-KAEK-229 proje numarasi ile
izin onayr alindi. Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Yénetim Birimi tarafindan 2015/26 proje numarasi ve TUBITAK tarafindan 2155692
proje numarast ile desteklendi. Calismanin tamami Tokat Gaziosmanpasa Universitesi

Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’nda yapildu.

3.1.2.Dokularin Saklanmasi

Ameliyat sirasinda alinan doku &rneklerinin bir kismi histopatolojik incelemeye
gonderilerek pterjium tanisi konuldu (Sekil 3.1). Kalan dokular ikiye ayrilarak sivi
azot igerisinde dondurulup, -80°C’de saklandi. Ikiye ayrilan dokulardan, birinci grup
doku parcalari cDNA elde edilerek gen ekspresyon analizi Gergek zamanli PZR ile
tespit etmek i¢in kullanilirken, diger grup doku ornekleri protein izolasyonu yapilarak

western blot analizi i¢in kullanildu.
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Sekil 3.1: Pterjium dokusuna ait histopatolojik kesit

(yiizeyde konjunktiva epiteli altta 6demli subepiteliyal mesafelerde konjesyone farkli

caplarda dilate vaskiiler yapilara ait kesitler izleniyor)

3.1.3.Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

8.

9.

-20 Derin Dondurucu (Argelik )

-80 Derin Dondurucu (Nuaire, NU-9483E, ABD)
Blotlama Sistemi (Biorad, 1704150, ABD)
Buzdolabi (Argelik, 570465 MB, Tiirkiye)
Calkalayici (ika, Almanya)

Dikey Elektroforez Seti (Biorad, 1658030, ABD)
Distile Su Cihaz1 (Elga-option Q7, Ingiltere)
Etiiv (Memmert, Almanya)

Gii¢ Kaynagi (Biorad, 1645070, ABD)

10. Hassas Terazi(Kern, ABT, WB0750631, Almanya)

11. Homojenizator (Next Advance Storme 24, BBY24M-CE, ABD)

12. Jel Goriintiileme Sistemi (QUANTUM-ST4, 1000/20M- 09200806)
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13. Manyetik Karistirict (Velp Scientifica,F20520162, Italya)
14. Mikrodalga Firin (Argelik MD554, Tiirkiye )

15. Mikropipet Seti (Gilson, Thermo Scientific, Finnpipette)
16. Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)
17. Otoklav (HMC, HV25, Almanya)

18. Otomatik pipetler (Gilson, Fransa)

19. pH metre (Hanna Instruments,HI2020W, ABD)

20. Plate (Applied Biosystems, 4346907, Ingiltere)

21. Plate yapistirict (Applied Biosystems, 2014005092, Ingiltere)
22.PZR Cihaz1 (Termal Dongii Cihaz1 (Techne, Ingiltere)

23. Qubit (Invitrogene)

24. Real Time (RT) PZR (Applied Biosystems, Ingiltere)

25. Santrifiij (Hettich, D78532, Almanya)

26. Sogutmal1 Santrifiij (Hettich, Almanya)

27. Vorteks (Velp Scientifica; F20220176, Italya)

3.1.4.Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Beta merkaptoetanol (Merck, Almanya)
cDNA Sentez Kiti (Gene All, Hyperscript, First strand synthesis kit Katalog no:
601-005, Kore)
HyperScriptTM Reverse Transkriptaz Enzimi
10X RTase Reaksiyon Soliisyonu
0.1MDTT

10 mM dNTP karigimi

ZymAIlITM RNase Engelleyici
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Oligo (dT)zo
Random hexamer (primer)
Niikleaz igermeyen su
Etanol (Sigma-Aldrich Katalog No:E7023, ABD)
GAPDHe-antikor (Cell Signaling, Katalog no: 2118S, Hollanda)
NUuPAGE LDS Ornek Soliisyonu (Thermo Katalog No: NP0008, ABD)
NuPAGE Reducing Ajan (Thermo Katalog No: NP0004, ABD)
Marker (NZytech Katalog No: MB09002, Portekiz)
Ponceu (Sigma-Aldrich Katalog No: P7170-1L, ABD)
Proteaz inhibitor kokteyli (Santa Cruz Biotechnology Katalog No: SC-29130, ABD)
Qubit Protein Assay Kit (Invitrogen Katalog No: Q33212, ABD)
Qubit ssDNA Assay Kit (Invitrogen Katalog No: Q10212, ABD)
Qubit RNA HS-Assay Kit (Invitrogen Katalog No: Q32852, ABD)
RNA izolasyon kiti (Thermo, Katalog No: 12183018A, ABD)
Lizis Soliisyonu
Yikama Soliisyonu 1
Yikama Soliisyonu 2
RNase-igermeyen Su
RNasezap (Thermo, Katolog No: AM9780, ABD)
Running Soliisyonu
Western Blot Breeze Kit (Invitrogen, Chromogenic Immunodetection System, Rabbit)
Rabbit Primary Antikor (Katalog No:WB7105)
Bloker/Diluent A

Bloker/Diluent B
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Antikor Yikama Soliisyonu(16X)
Kromojenik Substrat
Sekonder Antikor Soliisyonu

Konneksin 43- antikor (Cell signaling; Katalog No: 3512S, Hollanda)

CX43 Tagman Primer-prob seti (Thermo, ABD)

3.1.5.Tampon ve Cozeltiler

3.1.5.1. RNA eldesinde kullanilan tampon ve ¢izeltiler
400 uL Lys
+

4 uL B-mercaptoethanol(Lys’nin %]1°1 olarak sekilde)= LYS Soliisyonu

3.1.5.2.8DS Poliakrilamid Jel Elektroforezi Tamponlart

20X MES Soliisyon (Running Soliisyon): 1X olarak hazirladi.

3.1.5.3.Western Blot Tamponlari

Bloklama islemi, Western Blot Breeze Kit (invitrogen, Chromogenic
Immunodetection System, Rabbit) (Diliient A: 2ml, Diliient B: 3ml, Distile su:5ml )
kullanildi.
3.1.5.4.Ger¢ek Zamanl PZR’de Kullanilan Tagman Prob
Gergek Zamanli PZR’de Kullanilan Tagman Prob Dizisi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Gergek Zamanli PZR’de Kullanilan Tagman Prob Dizisi

Test CX43 [-act

Marka Thermo Thermo

Katalog No Hs00748445 s1 Hs01060665_g1



https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00748445_s1?CID=&ICID=&subtype=
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3.2.YONTEM

Ameliyat esnasinda alinan dokular iki parcaya ayrilarak -80°C’de saklandi.
Saklanan birinci grup doku parcalari gen ifade analizi i¢in kullanilirken, ikinci grup

dokular, protein ¢alismasi i¢in kullanildi.

3.2.1.Dokudan RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in, Thermo marka RNA mini kit (Kat No: 12183018A) RNA
izolasyon kiti kullamldi. Izolasyon asamalari asagida maddeler halinde siralandig
sekilde uygulandi.

. Calisma i¢in RNAase’lardan arindirilmis bir ortam hazirlandi. -80°C’den
cikartilan doku Ornekleri buz {izerinde bistiiri ile kiigiik pargalara ayrildi ve her

ornekten 20-25 mg kullanildi.

e Parcalanan dokularin tizerine 400 pl LYS buffer (400 pLlys + 4ulL B-
merkaptoetanol) ve doku hacmi kadar eklenen ¢elik bilyelerle homojenizatorde
10.000 rpm’de 5dk pargalandi.

e Tam parcalama saglandiktan sonra bilyeler uzaklastirildi ve homojenat yiiksek
devirde 5 dk. santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi Gist kisim alinarak buna esit hacimde %70’lik etanol eklendi.
Elde edilen lizat vortekslenip mini spin kolona aktarildi.

e 11.500 rpm’de 15 sn vortekslendi.

e Yikama Soliisyonu I’den 700 pl eklenerek 11.500 rpm’de 15 sn santrifiij elde
edildi.

e Yikama Soliisyonu II’den 500 pl eklenerek 11.500 rpm’de 15 sn santrifiij elde

edildi.
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e Bu basamak tekrarlandi.

e Tiipler bir kez de bos olarak 11.500 rpm’de 1-2 dk santrifiij elde edildi.

e Spinler temiz bir ependorf tiipe aktarildi.

e 30 pl elution Soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 1 dk bekletilip max. hizda 2 dk.
Santrifiij edildi.

e Elde edilen RNA - 20°C’de sakland.

3.2.2.RNA Miktarinin Olgiimii

RNA o6rneklerinin yogunluk 6l¢timleri i¢in Qubit 2.0 cihazi ve RNA HS-Assay kit

(Q32852) kullanild.

3.2.3.RNA’dan cDNA Sentezi
Izole edilen RNA’lardan Gene All, Hyperscript, First strand synthesis kit (Cat
no: 601-005) kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Sentez iki asamda gerceklestirildi.
1. Asama

Tablo 3.2: cDNA sentezinde kullanilan 1. asama bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar (1X)
dH,0 7 ulL
dNTPs 1 uL
Oligo dt primer 0,5 uL
Random Hexamer 0,5 uL
RNA 6rnegi 5ulL

Total hacim 14pL
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Bilesenler eklendikten sonra 65°C’ de 5 dakika PZR cihazinda inkiibe edildi.

Ornekler daha sonra buz iizerine alind1 ve sentezin ikinci asamasina gegildi.

2. Asama

Tablo 3.3: cDNA sentezinde kullanilan 2. asama bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
10x Reaksiyon Soliisyonu 2 ulL
0.1MDTT 2 uL

Enzim (Reverse Transcriptase 200 U/ uL) 1uL

RNase Engelleyici 1puL

Total hacim 6 nLL

Ikinci asamada Tablo 3.2.’de belirtilen malzemeler eklendikten PZR cihazinda
55°C’de 1 saat, 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. -20°C’de ornekler ¢alisma anina kadar

bekletildi.

3.2.4.cDNA Konsantrasyon Olgiimleri
Qubit 2.0 cihaz1 ile Qubit sSDNA Assay Kit (Invitrogen, Q10212 ) kullanilarak
cDNA miktarlar1 6lgiildii. Her bir reaksiyonda ¢cDNA miktar1 60 ng olacak sekilde

hesaplanarak eklenecek cDNA miktar her bir 6rnek i¢in ayr1 ayri hesaplandi.

3.2.5.Konneksin 43 mRNA Ifadesi

Pterjium ve normal konjonktiva dokularinda Konneksin-43 gen ifadeleri Applied
Biosystem StepOnePlus cihazinda Tagman temelli Ger¢ek zamanli- PZR metodu

kullanilarak yapildu.
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3.2.5.1.Ger¢ek Zamanl (Real-Time, RT-PZR) PZR

Gergek Zamanli PZR (RT-PZR), DNA’nin ¢ogaltimini ve triinlerinin miktarini
tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin kilan, PZR c¢ogaltimimi goriiniir hale getiren ve
monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan
DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir cogaltma yontemidir. “RT- PZR * metodu ile
cok az miktardaki biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA’nin ¢ogalma sayisini sayisal
degerlere doniistirme mRNAnin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme 6zelligini hizli,
giivenilir ve hassas bir sekilde ortaya koyulabilmektedir (Giinel, 2007; Giinel ve Aydinli
2009). DNA’nin ¢ogaltilmak istenilen bolgesinin saptanmasinda o bdlgesine uygun
floresan isaretli problar kullanilmaktadir. “TagMan” prob floresan isaretli problardan
biridir. Bu yontemde, hedeflenen DNA boélgesine komplementer olan ve 5° ve 3’
uclarindan floresan veren maddelerle isaretli tek zincirli prob kullanilmaktadir. Probun
5" ucunda “fluorophore” (6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-
karboksitetrametil-rodamin= TAMRA) boyalar1 bulunur. 3’ ugtaki basilayict boya 5'
ugtaki boyanin sinyal olusturmasimi engellemektedir. Prob hedef DNA’ya baglanma
durumunda floresan sinyal ol¢timii diisiiktiir. Cogaltilma sirasinda hedef niikleik asit
dizisi lzerinde primer baglanma bdlgeleri arasinda “TaqMan” problar baglanirlar.
Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir olusmaya baslar. Probun bagli oldugu
bolgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi 5'—3 niikleaz aktivitesi ile FAM’1
probdan ayirir. Serbest hale gecen FAM sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya
devam eder. Her bir dongiide iiriin ¢ogalimi arttik¢a floresanda ona bagli olarak artmaya

devam etmektedir (Giinel, 2007)
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Polimerizasyon R = Reporter
Q = Quencher
Forward
Primer Probe
&' > 3
3 5
5' 7
< 5
Reverse
Zincir Uzama Primer
5 > " ; 3
3 5
5' 3
5

Yikilma

w o

Polimerizasyonun
Tamamlanmasi

3% S o\ @3.
.
e 5
5

&
8.3

Sekil 3.2: RT- PZR semasi (Yuan ve ark., 2000)
Calismada 5’ucundan FAM ile 3’ucundan ise MBG (mindr groove binding) ile
isaretli Tagman prob kullanildi.
Konneksin 43 ve Beta (3 )Aktin Primer Dizini;
Konneksin 43 primeri olarak Konneksin Probe set (Assay ID: Hs00748445 sl
Applied Biosystems), p Aktin primeri olarak 3 Aktin Probe Set (Assay ID:

Hs01060665_g1, Applied Biosystems) kullanildu.



Tablo 3.4: RT-PZR’de kullanilacak tepkime karigiminin miktarlari
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Bilesenler Miktar
dH,0 (9-2)uL
Primer Prob(CX43; 8 Aktin) 1 uL
cDNA 2 uL
Mastermix 10 uL
Total 20 pLL

Tepkime Tablo 3.4.

‘de verilen bilesenler kullanilarak 20ul

hacimde

gerceklestirildi. Konneksin 43 geninin ifade analizinde internal kontrol olarak Beta

aktin (B-aktin), negatif kontrol olarak cDNA 6rnegi igermeyen PZR karigimi kullanildi.

Tablo 3.5: RT- PZR protokolii

50°C
95°C
95°C

60°C

2 dk

10dk

10sn

1dk

40X
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3.2.6.Konneksin 43 Geni RT-PZR Sonuclarinin Analizi

Cikan sonuglar 22" methodu ile hesapland: (Livak ve Schmittgen, 2001).
Hedef gen: CX43; Housekeeping gen: 3 Aktin
v ACt (Pterjium dokusu )=Hedef Gen Ct-Housekeeping Gen Ct (a)
v ACt (Konjonktivadokusu)= Hedef Gen Ct-Housekeeping Gen Ct (b)

v" AACt= ACt (Pterjium dokusu )- ACt (Konjonktivadokusu) (c)

(a)-(b)
Kuvvetli deger = 274

=2° Hedef gen ve housekeeping gene gore normalize deger

Elde edilen degerlerin analizi 0,9 — 1,1 arali§ina gore yapildi.

3.2.7.Protein izolasyonu

GeneAll ProteinEx™ Animal cell/tissue (Cat. No:701-001) kiti kullamlarak

tiretici firmanin protokoliine uygun olarak protein izolasyonu yapildu.

v’ Bistiiri yardimiyla ufak parcalara ayrilan dokular, dokunun biiyiikliigiine
gore (20-25mg) belirlenen miktardaki ProteinEx soliisyonu (250ul) ve
proteaz inhibitor kokteyli (2,5 pl) celik bilyeler yardimiyla homojenize
edildikten sonra bilyeler uzaklastirildi.

v Ornekler, 5 dk buz iizerinde inkiibe edildikten sonra, sogutmali
santrifiijde 16.000xg, 4 °C de 10 dk santrifiij edildi.

v’ Siipernatant yani iist kismi yeni bir ependorf tiipiine alinarak izolasyon
islemi tamamlandi. Elde edilen protein ornekleri ¢alisma anina kadar -

80°C’de saklandi.
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3.2.8.Protein Miktarinin Olciimii

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

sleiildi.

3.2.9.Konneksin 43 Geni Protein Analizi

Western blot, hiicre ve molekiiler biyolojide kullanilan 6nemli bir tekniktir.
Arastirmacilar bu teknigi kullanarak, belirli proteinleri tanimlayabilirler ve bunu iig
sekilde yerine getirebilirler: (1) boyutlarina gére ayirma, (2) kat1 bir destege aktarma ve
(3) gorsellestirmek i¢in uygun bir birincil ve ikincil antikor kullanarak hedef proteini
isaretleme seklindedir.

Bu teknikte, proteinler, molekiiler agirliga ve dolayisiyla tiiriine gore, jel
elektroforezi yoluyla ayrilmaktadirlar. Daha sonra ayrilan her protein igin jel, uygun bir
membrana (Polivinilidendiflorid (PVDF) veya Nitroseluloz membran) aktarilir. Zar
daha sonra ilgili proteine 6zgii belirli antikorlar ile inkiibe edilir. Antikorlar sadece ilgili
proteine baglandiginda, sadece bir bant gériinmelidir. Bandin kalinligi mevcut protein
miktarma karsilik gelmektedir. Boylece mevcut protein miktarini belirlenebilmektedir
(Mahmood ve Yang, 2012)

Membran {izerindeki proteinleri tespit etmek i¢in sekonder antikor ile konjuge
enzimle reaksiyona girerek sinyal olusturucak substratlarin kullanilmasi gerekmektedir.
Yaygin olarak kullanilan substratlar; Kromojenik, Kemiliiminesans,

Kemifloresanslardir (Karaaslan, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahmood%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23050259
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23050259
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3.2.9.1.Protein Orneklerinin Hazirlanmast

Qubit fluorometer cihazi ile yapilan 6l¢iim sonrasi elde edilen protein miktar
degerine ve transfer sonrast kullanilacak deteksiyon
(Kemiluminesans/Kromojenik) ydntemine gore jele yiikleyeceginiz protein
miktar1 belirlenir.

Kemiluminesans deteksiyon yontemi kullanilacak ise protein jeline en az 30 ug;
kromojenik deteksiyon yontemi kullanilacak ise protein jeline en az 50 pg

protein yliklemeniz Onerilir.

Deteksiyon yontemine bagli olarak jele yiiklenmesi gereken minimum miktari,
Qubitte dlciilen protein miktarina boliiniip; A degeri belirlenir (6rnek miktart)

A degeri kadar proteini pL cinsinden mikrosantrifiij tiipiine ilave edin. A
degerini 6,5 pL degerine boliin (B degeri). B degerini 2,5 ile carpin (C degeri).
0,5 ml mikrosantrifiij tlipline ekledigimiz Ornek {iizerine C degeri kadar
NuPAGE® LDS Ornek Soliisyonu (4X) ilave edin. B degeri kadar NuPAGE®
Indirgeyici Ajan (10X) eklendi (Tablo 3.6).

Hazirlanan 6rnekler 70°C’de 10 dk boyunca denatiire edildi. Denatiire ettigimiz

ornekler 2 dk buz iizerine alinarak sogumast saglandi.

Tablo 3.6: Protein orneklerinin hazirlanmasinda kullanilan reaktifler ve miktarlari

Reaktif Miktar

Ornek A degeri

NuPAGE® indirgeyici Ajan (10X) B degeri (A degeri/6,5)
NuPAGE® LDS Ornek Soliisyonu (4X) C degeri (Bdegerix2,5)
Deiyonize dH,0 X
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3.2.9.2.SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

20XMES Running Soliisyonundan (ThermoFisher,NP0002) 25 ml bir meziire

alinarak distile su ile 500 m1’ye tamamlandi. (1X MES Soliisyonu)

v Hazirlanan running soliisyonu ile ilk Once ist solisyon odasina jel
kuyucuklarmin iizerini 0,5 cm gecene kadar dolduruldu. Kalan buffer alt

sollisyon odasina ilave edildi.

v' Jelin ilk kuyucuguna en basta olana 8 uL markir (NZY Colour Protein Marker 1)
ve kalan kuyuculara hazirlanan protein 6rneginden 50 uL (total protein miktari
esitlendikten sonra 50 pg protein icerecek sekilde hesaplanmistir) protein 6rnegi
%4-12’1ik Bis-Tris Gradient jele (Invitrogen, NuPAGE 4-12%Bis-Tris Gel, CaT:
NP0321Box, Lot: 120471ABD) yiiklendi.

v Ornekler 120V°da 50 dk yiiriitiildii.

v' Yiiriitme islemi sonunda jel igerisinde distile su bulunan bir kap igerisine alindu.

3.2.9.3. Blotma

v' Blotlama isleminde Biorad transblotter yari-kuru blotlama sistemi kullanildi.

v' Jel, membran (Nitroseliilloz), filtre kagitlart ve blotlama siingeri st Tiiste
konularak hazirlanan sandvig, blotlama yapilacak olan tanka yatay olarak
yerlestirildi. Sistem giic kaynagina baglanarak 10 dk’lik siirede blotlama islemi
tamamlanda.

v' Membran dikkatli bir sekilde distile su igerisine alindi.

v Transfer isleminin basarili olup olmadigini anlayabilmek i¢in membran Ponceu ile

boyandi. Proteinler goriildiikten sonra membran Ponceudan yikayarak

uzaklastirildi.
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Bu asamadan sonra Western Breeze Kiti kullanildi (Invitrogen, Chromogenic
Immunodetection System, Rabbit Primary Antibody Cat:WB7105).

Bloklama islemi i¢in; diliilent A: 2ml, Diliient B: 3ml, Distile su:5ml eklendi ve
yavas calkalayicida agzi1 kapali bir sekilde 1 saat bekletildi. Membranlar 20ml
distile su ile 2x5 dk yikand.

Yikama islemi tamamlanan membranlar 1/500 oraninda sulandirilan CX43 primer
antikor ve GAPDH primer antikor ilave edilerek, gece boyu c¢alkalayicida
bekletildi.

Membranlar 3x5 dk 20ml Antikor yikama soliisyonu ve 2x5 dk distile su ile
calkalayicida yikandiktan sonra iizerine 10ml AP konjuge sekonder antikor
eklenerek 1 saat yavas calkalayicida bekletildi.

Daha sonra membranlarin yikama iglemi 3x5 dk 20ml Antikor yikama soliisyonu
ile calkalayicida, 2X2 dk 20ml distile su ile hizli ¢alkalayicida tamamlandi.

5ml kromojenik substrat (invitrogen, ABD) eklenerek yavas calkalayicida 20 dk
inkiibe edildi. Bantlar goriintiilenebilir hale geldikten sonra reaksiyonu durdurmak
icin 2X2 dk 10 ml distile su ile yikama yapildi. Bant gortintiileri kamera yardimi
ile alinip JPEG formatinda bilgisayar ortamina aktarildi ve ImagelJ analiz programi

yardimi ile bant kalinliklarindaki kat artis1 oranlar1 hesaplandi.
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3.2.10.Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Pterjium ve normal konjonktiva dokulardaki CX43 mRNA ifade ve Western blot
yontemi ile protein miktarlarnin istatistiksel analizi SPSS 18 programi kullanilarak
yapildi. SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programinda Independent
Samples T Test kullanilarak p degerleri elde edildi. Elde edilen p degerlerine gore

Istatistiksel olarak p<0,05 ise anlamli, p>0,05 ise anlamli farklilik olmadig1 kabul edildi.
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4 BULGULAR

Calisma grubunu olusturan hastalar, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Fakiiltesi G0z Hastaliklar1 Poliklinigine bagvurmus ve pterjium tanis1 almis kisilerdir.
26 pterjium tanist almis bireylerde, pterjium ve ayni pterjiumlu goziine ait normal
konjonktiva dokularinda Konneksin 43 gen ekspresyonu ve protein diizeyleri Gergek
Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ve Western Blot yontemleri ile analiz
edilmistir.

Calismaya dahil edilen pterjiumlu hastalarin demografik ve klinik 6zelliklerinin

dagilimlar1 Tablo 4-1’de belirtilmistir.

Tablo 4.1: Pterjiumlu hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri

Pterjium (n=26)

Yas / yil, Ort+£S.D. 57.5+7.64
Aralik 8kadin /18erkek
Cinsiyet

Sag-sol gz 12s0l goz; 14sag goz

Cinsiyet Dagilimi

Sekil 4.1: Calismaya dahil edilen pterjiumlu hastalarin cinsiyet dagilimi



65

Pterjium Dokusu Alman Goz

Sekil 4.2:Calismada kullanilan pterjlum ve normal konjonktiva dokularinin alindig1 géz

4.1.CX43 mRNA ifade Analiz Sonuclar:

mRNA ifade analizi i¢in, ¢alismaya dahil edilen 26 Pterjiumlu hastanin pterjium
ve saglikli konjonktiva doku 6rneklerinden izole edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA
ile Applied Biosystems StepOnePlus cihazi ile Tagman temelli Real-Time PZR analizi
yapildi. Referans gen olarak f-aktin kullanildi. CX43 ve B-aktin genlerinin Ct (Cycle

Threshold) degerleri, 2 *“T degerlerini hesaplamak i¢in kullamldi.

Elde edilen degerlerin analizi 0,9 — 1,1 araligina gore yapildi. 0,9’dan diisiik olan
degerlerde normal dokuya oranla pterjiyum dokusunda CX43 geninin ifade diizeyinin
azaldigi, 0,9—1,1 araliginda ise normal dokuya gore degismedigi ve 1,1 degerinden
yiiksek degerlerde ise normal dokuya oranla bir artis oldugu kabul edildi (Schmittgen ve

Livak, 2008).
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Sekil 4.3: Pterjium dokusunda CX43 genine ait RT- PZR goriintiisii
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Sekil 4.4: Pterjium dokusunda B-Aktin genine ait RT- PZR goriintiisii
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Tablo 4.2: Pterjium ve normal dokulara ait CX43 ve B-Aktin( referans gen) Ct degerleri

HASTA NO Ct CX43 Ctp—Aktin CtCX43 Ct B-Aktin 2-AACT
Pterjium Pterjium Normal Normal
Dokusu Dokusu Konjonktiva Konjonktiva
Dokusu Dokusu

1 34,29 22,9 30,59 20,3 0,46
2 30,92 21,78 34,62 28,86 0,09
3 37,08 28,76 31,73 23,65 0,84
4 32,24 22,4 354 25,8 0,85
5 26,24 19,77 27,23 20,65 1,08
6 33,74 18,78 34,19 20,31 0,47
7 36,13 19,98 36,53 25,26 0,03
8 33,71 18,87 32,61 19,38 0,32
9 35,56 27,55 37,04 27,65 2,6
10 28,88 23,2 24,81 23,83 0,03
11 30,96 25,68 33,59 26,82 2,81
12 35,02 21,72 32,47 22,01 0,13
13 36,32 22,81 31,69 22,28 0,05
14 34,71 25,35 27,92 24,45 0,01
15 35,6 24,44 34,36 26,11 0,13
16 32,7 31 29,9 29,1 0,52
17 26,5 26,2 30,6 29,6 1,62
18 29,2 29,6 32,3 31,7 2

19 28,6 28,1 29,5 29,6 0,66
20 30,4 30,4 32,4 32,3 1,07
21 28,9 29 31 30,7 1,31
22 311 31,5 31,5 30,8 2,14
23 31,2 31,2 31,7 31,2 141
24 31,6 31,3 30,8 30,7 0,88
25 29 29,6 30,3 30,1 1,74
26 30,7 30,8 30,4 30,7 0,87
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Tablo 4.3: CX43 ve p-Aktin genine ait Ct, ACt, 2 **“Tve p degeri

CX43 Beta Aktin | ACt AACt 2N-AACT p
CT CT Ort= STD | Ort+ Ort+ STD
Ort+ST | Ort+ STD STD
D
Pterjium 31,97 25,87+4,20 | 6,09+5,74 | 1,04+2, | 0,927
dokusu +3,004 06
Konkjontiva | 31,73 26,68+4,10 |5,04+4,74 |0 1 0,66
dokusu +2,70

RT- PZR analiz sonuglarina gore pterjium dokularinda CX43 gen ifade
diizeyindeki azalmanin normal konjonktiva dokularina goére ististiksel olarak anlamli

olmadigi belirlendi (p>0,05) (Tablo 4.3).

2"-AACT ORTALAMALARI

0,96
0,92 -
0,88 -

0,84 -

Konneksin 43 Beta-Aktin

Sekil 4.5: Konneksin 43 ve Beta-Aktin Genine ait ortalama 27T degerleri




69

4.2.Western Blot Analiz Sonuclari

Pterjium ve konjonktiva dokusunda CX43 ve GAPDH antikorlar1 ile Western
blot analizinde elde edilen bant goriintiileri Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Yapilan bant yogunlugu Ol¢limlerine gore pterjium dokularinda CX43 protein
diizeyindeki azalmanin normal konjonktiva dokularina gore ististiksel olarak anlamli

olmadig1 belirlendi (p>0,05) (Tablo 4.4).

CX43 (43kDa)

T — — — — — e —
GAPDH (37kDa)

Sekil 4.6: Pterjium ve konjontiva dokularina ait membran goriintiisii

Pterjium CX43 bant degeri/pterjium GAPDH bant degeri= A
Konjonktiva CX43 bant degeri/Konjonktiva GAPDH bant degeri= B

A/B= artig azalis oran1 (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: CX43 ve GAPDH genine ait p degeri

CX43/GAPDH CX43 Artis Azalis p
(Ort £Ss) Orani1 (Ort+ Ss)
Pterjium Dokusu 0,63+0,19 0,76+0,31
Normal 0,77+0,19 1 0,719

Konjonktiva
Dokusu




1,6

1,4

1,2

® konneksin 43

0,6 - W Kontrol

0,2 -

Sekil 4.7: Dokulardaki CX43 proteininin ait artis azalis oranlari

(pterjium ve konjonktiva dokularinda CX43 proteinine ait artis azalis oranlari)
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5. TARTISMA

Pterjium; temel hiicre proliferasyonu, vaskiilarizasyon ve kornea epitelyumunun
invazyonu ile karakterize, konjonktivanin bening bir biiyiimesidir. Ileri vakalarda gorsel
fonksiyonu 6nemli derecede degistirebilir, alevlenir hale gelebilir ve bolgede kizarikliga
ve tahrise neden olabilir. Buna ek olarak, pterjium, okiiler yiizey skuamoz neoplazisi de
dahil olmak {iizere bazi okiiler kanserlere ilerleme potansiyeline sahiptir. Pterjiumun
ekvatora yakin bolgelerde yasayan popiilasyonlarda daha yaygin olarak gorildiigi
bilinmektedir. (Liu ve ark., 2013; Cardenas-Cantt ve ark., 2016). Hastaligin patogenezi
acik olmamasina ragmen, ultraviyole (UV) radyasyona bagli oldugu diistiniilmektedir.
Alternatif olarak; epigenetik, epitelyal mezenkimal gegis, anti-apoptotik, anjiyogenik ve
lenfanjiyojenik mekanizmalar, ekstraseliiler matriks modiilatorleri ve biiytime faktorleri
siralanabilir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016). Bunlara ek olarak, pterjium epitelinde p53
proteininin anormal olarak eksprese edildigi bulgusunu takiben, pterjiumun timor
benzeri, UV'ye maruz kalmayla iliskili, kontrolsiiz hiicre g¢ogalmasi oldugu da

soylenmektedir (Young ve ark., 2010).

Doku yapisini koruyan kaderin, hiicre-hiicre yapisma molekiilleri (CAM),
selektin ve integrin gibi bircok adezyon molekiilii vardir. Bir transmembran protein olan
E-kaderin, embriyogenez sirasinda doku ve organ olusumunda ve gelisiminde rol
oynamakta ve ayni zamanda, E-kaderin, komsu hiicreleri kalsiyuma bagimli homofilik
etkilesimler yolu ile birbirine baglamaktadir. E-kaderinlerin sitoplazmik kismi ise hiicre
iskeletlerini  a-katenin, p-katenin ve pl120ctm proteinleri araciligiyla birbirine
baglamaktadir. p-katenin, sadece hiicresel yapismaya katkida bulunmakla kalmayip,

ayni zamanda erken gelisim sirasinda eksen tayini ve organogenezinde onemli olan
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Wingless/Wnt (Wg/Wnt) sinyalleme yolaginda merkezi bir yapi1 olusturmaktadir.
Mitotik bir sinyal olmadan, serbest sitoplazmik B-katenin, adenomatdz polipozis coli
(APC) tiimor baskilayici protein, Axin ve serin treonin glikojen sentetaz kinazdan
olusan protein kompleksi tarafindan fosforilasyon yoluyla ubikitin-proteazom sistemi
tarafindan bozulmus olur. Bu mekanizma, diisiik serbest sitoplazmik [-katenin
seviyesini korur. Bununla birlikte, serbest sitoplazmik B-katenin, mitotik sinyaller (Wnt
proteini) veya E-kaderinin azaltilmis ifadesi ile birlikte artar. Wnt proteininin kokeni ile
ayni olan reseptére baglanmasi, APC-AXin-GSK-3f protein kompleksinin
regiilasyonunu azaltan dishevelled (Dsh) proteinin aktivasyonuna yol agar. Dolayisiyla,
sitoplazmik B-kateninin bozunmasimi onler ve sitoplazmada birikir. Buna ek olarak,
azaltilmis E-kaderin, E-kaderin-katenin kompleksinin par¢alanmasina ve serbest
sitoplazmik P-Kateninin artmasina yol agar. E-Kaderin ayrica epitel hiicre yapismasina
aracilik eder. Serbest sitoplazmik B-katenin artmasiyla ¢ekirdege transloke olur ve
transkripsiyon faktorleri LEF (Lenfoid Arttirict Faktor) ve TCF (T Hiicre Faktori) ile
baglanir ve bu durum hedef genlerin aktivasyonuyla sonuglanir. Siklin D1 ve c-myc gibi
hedef genler, hiicre proliferasyonundan ve neoplastik doniisiimden sorumludur. Bu
nedenle E-kaderin epitel farklilagmasina katkida bulunur. Genetik diizenleyici
elementlerin metilasyonu, epigenetik degisim ve gen inaktivasyonunda da rol

oynamaktadir (Young ve ark., 2010).

Timor supresdr genlerin promotdr bolgesinin metilasyonu ve bununla iligkili
gen sessizligi, insan kanserlerinin bircogunun patogenezi ile iliskilidir. Promotor
bolgedeki CpG adalarinin metilasyonu, gen ifadesini susturur. Bununla birlikte,
hipermetillenmis DNA lokusundaki mekanizmalar belirsizligini korur. E-kaderin

geninin  (CDHI1) promotoriiniin  CpG ada  hipermetilasyonu, E-kaderinin
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inaktivasyonunda katkida bulunan bir faktordiir ve bu durum bir¢ok kanser tiirii ile
iligkilidir. E-kaderin geninin pterjiumda fonksiyon kaybettigi diisiiniilen bir ¢alisma
yapilmis ve gen mutasyonlarmin yaninda, pterjiumda epigenetik degisiklikler (6rnegin
gen diizenleyici unsurlarin hipermetilasyonu) oldugu da bulunmustur (Young ve ark.,
2010). Konneksinler, hiicre-hiicre temas bolgelerine E-kaderin ve p-katenin ile birlikte,
hiicreleri birbirine baglayan ve gap junctionlar1 olusturan heksamerik hemikanallar igine
oligomerize olurlar. Gap junctionlar, ¢oziinen maddelerin, metabolik onciillerin ve
elektrik akimlarinin hiicreleraras1 gegisine izin vermektedir. Kaderin bazli hiicre
adezyonunun inhibisyonu gap junction diizeyini inhibe ederken, gii¢lii baglanma
olmayan hiicrelerde rekombinant kaderinlerin tiretimi, konneksin fosforilasyonunu ve
hiicre-hiicre iletisimini arttirmaktadir (Hills ve ark., 2012). Konneksinler, gap
juctionlarla plazma membran alanlarinda birlesir ve hiicreler arasi iyonlarin ve kiigiik
molekiillerin gegisine olanak saglarlar. Ayn1 zamanda gap juctionlarin hiicre ig¢i iletisim,
hiicre biiytimesini ve farklilasmasini diizenleme ve doku homeostazisini koruma gibi
onemli gorevleri vardir. Bu tip hiicre iletisimi, kanser gelisimi sirasinda siklikla
bozulmaktadir. Konneksin protein ailesinin g¢esitli iiyelerinin, tiimor baskilayicilar

olarak islev gordiigii gosterilmistir. (Zhao ve ark., 2013; Sirnes ve ark., 2015).

Onceki galigmalar, timor baskilayici gen grubu olan konneksinlerin kemoterapi
igin potansiyel anti-onkojenik hedefler oldugunu ve konneksin ifadesinin artmasinin
birgok kanser tiiriinde anti-timor ilaglara karsi duyarliligi artirabildigini gostermistir.
Konneksin ifadesinin azalmasi ve gap junctionlarin kaybolmasi da yine karsinojenezde
onemli olaylardir. Konneksin 43 (CX43), konneksinlerin gap junction protein ailesinin
bir iiyesidir ve gap junctionlar: temin etmek icin farkli dokularda genis Ol¢iide ifade

edilmektedirler. CX43 ifadesinin bir¢ok kanser tiiriinde azalmasi, CX43 ekspresyon



74

seviyesinin baz1 kanserlerle iliskili olabilecegini diistindiirmistiir (Zhao ve ark, 2013;
Wang ve ark., 2017).

Pterjium, hiicre proliferasyonu, invazyon ve rezeksiyon sonrasi tekrarlama gibi
kanser hiicrelerine benzer Ozellik gostermektedir. Proliferatif aktivitenin artmasi ile
iligkili proteinler, diisiik hiicre apoptozu ve malignite saglikli konjonktiva ile
karsilastirildigi zaman pterjiumun epitel hiicre yiizeyinde asir1 derecede eksprese oldugu
bulunmustur. Bu proteinlerin farkli kanser tiplerinde, altta yatan neoplastik durumlarda
artmasi, timoriin proliferatif aktivitesinin degerlendirilmesinde kullanilmistir. DNA
metilasyon modellerindeki degisimlerin pek ¢ok kanser tipinde yaygin olmasi pterjium
ve kanser arasindaki iliskiyi artirmaktadir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016). Bizim
calisma grubumuzu olusturan hastalarda pterjium ve normal konjonktiva dokularinda
CX43 RNA ifade diizeyi ve protein miktar: arasindaki baglanti arastirildi. 26 pterjiumlu
hastanin, pterjium ve normal konjonktiva dokularinda gen ifade ve protein diizeylerine
bakildi. Elde ettigimiz verilere gore pterjium dokusundaki hem gen ifadesi hem de
protein seviyelerindeki azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Zhao ve ark. yapmis olduklar1 bir ¢alismada kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanserli (NSCLC) hastalarin normal ve primer akciger karsinom dokusunda CX43 ve E-
kaderinin protein ve mRNA diizeylerini arastirmislardir. Her iki proteinin pozitif ifade
oranlari, komsu normal dokularda primer akciger karsinom dokularina gore daha
yiiksek bulundugu gosterilmistir. CX43 ve E-kaderin proteininin bu oranlari, NSCLC
ilerlemesi disinda histolojik tip, klinik evre, kanser hiicre farklilagsmasi ve lenf nodu
metastaz1 ile de iligskilendirilmistir (Zhao ve ark., 2013). Bir baska g¢alismada, yine
NSCLC’de CX43 ve E-kaderin arasindaki iliski incelenmistir. Akciger kanseri

hiicrelerinin hiicre dongiisii ve proliferasyonunu incelemislerdir. Hem CX43 hem de E-
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kaderinin azalmis ifadesinin kotii diferansiyasyon ve NSCLC lenf nodu metastazi ile

iliskili oldugu sonucuna varilmistir (Xu ve ark., 2008).

Sirnes ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada, kolorektal tiimorlerde CX43'iin,
kismen apoptoz artirarak, kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesini negatif olarak
diizenledigini bulmuslardir. Buna ek olarak, CX43'in B-katenin ile birlikte lokalize
oldugu ve Wnt sinyalini azalttig1 goriilmiistiir. Calisma, CX43'in kolorektal kanser de
timor baskilayicist olarak etki ettigi ve kolorektal kanser gelisimi sirasinda CX43 ifade
kaybinin hasta sagkaliminin azalmasi ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica,
calisma sonuclarina gore, CX43'lin kolorektal kanseri onleme ve tedavisindeki bir
prognostik belirte¢ olarak degerlendirilebilecegi tizerinde durulmustur. CX43’{in hiicre
biiyime kontrolii ve farklilasmasinda ©nemli rol oynadigi ve siklikla insan
kanserlerinde diizensiz oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, CX43'{in kanser
gelisimindeki fonksiyonel ve klinik 6nemi anlasilamamistir. Burada, CX43'lin, hiicre i¢i
iletisimde gap junction kayb ile iliskili olan, kolon kanseri hiicre dizileri ve kolorektal
karsinomlarinda regiilasyonunun azaldigi gosterilmistir. Bu verilere gore, CX43'in bir
kolorektal kanser tiimdriinde baskilayici protein olabilecegi sonucuna varilmistir (Sirnes

ve ark., 2012).

Bir baska calismada yine, konneksin protein ailesinin kolorektal kanser
gelisiminde Onemli rollere sahip oldugu gosterilmistir. Normal kolonik epitelyal
dokuda, ozellikle ii¢ konneksin izoformu, konneksin 26 (CX26), CX32 ve CX43'in,
protein seviyesinde ifade edildigi gosterilmistir. Kolorektal kanser gelisimi, konneksin
ekspresyonun kaybi veya konneksinlerin plazma membranindan hiicre i¢i boliimlere yer
degistirmesi ile iliskilidir. Transkripsiyonel seviyede kolorektal karsinomlarda

konneksinlerin regiilasyonu azalmaktadir. Son ¢alismalar, CX43'in, Wnt / y-katenin
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yolagina miidahale ederek kolon kanseri hiicrelerinin biiylimesini kisitlayabildigini
gostermektedir.  Bu da konneksinlerin, kolorektal kanserde prognostik belirteg
potansiyeline sahip olabilecegine dair kanmitlar1 daha da artirmaktadir (Sirnes ve ark.
2015).

Konneksinlerin, kanserlerde regiilasyonu azaltmasi nedeniyle timor supresor
olarak bilinmesine ragmen, bazi yeni kanitlar, metastaz dahil olmak iizere, sonraki
asamalarda, timor ilerleyisini kolaylastiran rollere de sahip olduklar1 gosterilmeye
baglanmistir (Tsai ve ark.,, 2018). Simdiye kadar, meme tiimori olusumu ve
ilerlemesinde CX43’iin islevini belirlemek igin bir dizi arastirma ¢alismasi yapilmistir.
Primer timorlerde arastirmalar, meme tiimorlerinde CX43 ifade diizeyinin normal insan
meme dokusuyla karsilastirildiginda degistigini gostermektedir. Bazi raporlar CX43
diizeylerinin azaldigin1 gosterirken, diger kanitlar CX43 diizeylerinin arttigin1 ve protein
lokalizasyonunun plazma membranindan sitoplazmaya gegtigini gostermektedir. Her iki
durumda da, hakim olan teori, goglis timor hiicrelerinin, primer timorler iginde, gap
junctionlarn intraseliiler iletisimini azaltmasidir. Mevcut goriis, CX43’{lin hiicreler arasi
iletisim kaybinin, malignitede erken bir olay olmasidir. Bununla birlikte, bu iddiay1
desteklemek icin ek kanitlara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir (Phillips ve ark., 2017).
Ayrica,  konneksinlerin  ekspresyonunu,  modifikasyonunu,  stabilitesini  ve
lokalizasyonunu diizenleyen en 6nemli faktérlerden biri, hormona bagimli kanserlerde
hormon reseptorleridir. Hormonlarin  ve hormon reseptorlerinin, konneksin
ekspresyonunu modiile edebildigini ve meme kanseri ilerlemesi sirasinda
konneksinlerin  hiicresel  kontroliinde  krittk rol oynayabildigini  diisiinmek
mantiklidir. Ostrojen reseptdriinde (ER) -pozitif meme kanserlerinde, tamoksifen ve

fulvestrant yaygin olarak kullanilan terapdtik ajanlardir ve ER sinyalizasyonunu
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degistirdigi diistiniilmektedir. Tsai ve ark.’larinin yaptiklar1 bir ¢alismada, ER-pozitif
meme kanseri hastalarinda CX43'lin rolii ve CX43 ile ER arasindaki iligki
aragtirtlmistir.  ER'min  inhibisyonunun, CX43 ubiquitinasyonuna yol actigmi
bulmuglardir. Bu bulgular, hiicre gog¢iinii pozitif olarak diizenleyebilen CX43 ifadesinin,

ER-pozitif meme kanseri hiicresinde ER'ye bagimli oldugunu gostermektedir (Tsai ve

ark., 2018).

Bir baska calismada, gogiis epitelini ¢evreleyen fibroblastlarda ve endotelyal
hiicrelerde CX43 ifade diizeyi arastirilmistir. Meme kanserinde CX43'in rolii hala
tartigmali bir konudur. Bir yandan, CX43 uzun siiredir tiimoér baskilayici olarak kabul
edilmekte, diger yandan ise kanser hiicre dizilerindeki mRNA ve protein seviyesinde ya
da tiimorlerde anormal lokalizasyon ve fosforilasyonda yetersiz olarak ifade edildigi
sOylenmektedir. CX43’lin kanserdeki roliiniin dokuya ve kanser evresine 0Ozgii
olabilecegi ve hatta bazen tiimor ilerlemesini artirabilecegini diisiindiiren yeni
calismalar da yapilmistir. Busby ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada, CX43 ifadesinin
timor alt tiplerinin her biri ile kanser ilerlemesi sirasinda iligkili oldugunu
gostermislerdir. Ozellikle, CX43 ifadesinin biiyiik 6lciide kanser alt tiplerine bagh
oldugu tizerinde durmuslardir. Calisma sonuglarina gore; CX43’iin ifade diizeyinin bir
grup alt tipte yiiksek, diger grup alt tipte ise diisiik olarak gézlemlenmistir. Sonug
olarak, CX43'in tiimor supresor veya kanser progresyonu ile iliskili oldugu ifadesini
netlestirebilmek i¢in kanserlerin alt tiplerinin daha iyi anlagilmasi gerektigi fikrine

varmiglardir (Busby ve ark., 2018).

Kirichenko ve ark., yapmis olduklar1 ¢alismalarinda cesitli derecelerde glial
tiimor 6rneklerinde CX43 ifade diizeyini aragtirmislardir. Glial timdrler normal doku ile

karsilastirildiginda CX43 ifadesinin degisen modeli gosterilmistir. En koéti huylu beyin


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirichenko%20EY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28418351
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gliomlarinda genellikle CX43’iin ifadesinde bir azalma oldugu bulunmustur. Diislik
CX43 ifade seviyeleri, hem astroglial fonksiyonel gap junctionlarinda hem de
semikanallardaki azalmay1 yansitabilmektedir. CX43'lin sitoplazmik ve niikleer
ifadesinin, proto-onkogen tirosin-kinaz Src ve protein kinaz C gibi bir dizi kinazin
anormal aktivitesi ile iliskili olmasinin muhtemel oldugu disiiniilmektedir (Kirichenko

ve ark., 2017).

Wang ve ark. yapmus olduklar1 bir diger ¢alismada, Helikobakter pilori (H.
pilori) enfeksiyonu sonrast mide mukozasindaki anormal CX32 ve CX43’in ifade
analizlerini yapmuslardir. H. pilori enfeksiyonu, heniiz tam olarak anlagilmayan
kanserojen mekanizmalar1 ile mide kanseri i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. CX32 ve
CX43, gastrik epitelyal hiicreler arasindaki gap junctionlarin kilit tiyeleridir. H. pilori
enfeksiyonu ile iliskili mide karsinojenezi sirasinda CX32 ve CX43, mRNA ifade
diizeyleri kademeli olarak azalmistir ve bu durumun genlerin promotoriiniin

hipermetilasyonu ile iligkili oldugu diisiindiirmiistir (Wang ve ark., 2014).

Dai ve ark. yaptiklar bir ¢alismada, tiimor hiicresi biiyiimesi lizerinde inhibitor
etkisi oldugu bilinen ve bitkisel bir mantar olan Ganoderma lucidum (G. Lucidum) ile
insan yumurtalik kanseri hiicreleri HO 8910 (HOCC) ve insan birincil yumurtalik
hiicrelerini (HPOC) tedavi etmisler ve CX43’in ifade miktarlarini 6lgmiislerdir.
Calisma sonuglari, G. lucidum tedavisinin doza bagimli CX43 ifadesinin arttirdigini ve
buna bagli olarak yumurtalik kanser hiicresinin (HOCC'de) proliferasyonunun

azaldigin1 gostermislerdir (Dai ve ark. 2014).

Zhang ve ark.’lar1 yapmis olduklar1 bir baska ¢alismada; hiicre-hiicre iletisimini
kolaylastiran gap junction alt birimleri olan konneksinlerin bozulmus ifadesinin, prostat

kanseri biliyiimesinde rol oynadigmi diisinmislerdir. Prostat kanseri ilerlemesinde
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konneksinlerin roliinii aydinlatmak i¢in, malignite spektrumlu prostat kanseri hiicre
hattinda konneksin ifade diizeyini arastirmiglardir. Tiim konneksin alt birimlerinin
transkriptleri tespit edilmis ve CX43, artmis metastatik potansiyeli olan hiicrelerde hem
RNA hem de protein seviyelerinde belirgin bir yiikselme géstermistir (Zhang ve ark.,

2015).

Tittarelli ve ark.’lar1 yapmis olduklar1 ¢alismada, CX43'in dort farkli insan
melanoma hiicre hattinda hiicre proliferasyonu ve apoptozdaki roliinii aragtirmislardir.
CX43 kanal aktivitesinin, spesifik inhibisyonu, melanoma hiicre proliferasyonunu
hizlandirirken, CX43'in asir1 ifadesi, gap junction baglanmasini arttirdigi ve hiicre
biiylimesini azalttigt bulunmustur. Dahasi, bir hiicre hattinda CX43 agir1 ifadesinin
proliferasyon oranlarin1 azalttigi ve bu melanom hiicrelerinde apoptoza yatkinlig
artirdigini bulmuslardir. CX43'iin melanoma biiylimesini, apoptoz ve metastazini igsel
olarak kontrol etmede onemli bir rol oynadigint vurgulamaktadirlar. Sonug olarak, bu
sonuglar melanom hiicrelerinde CX43 ifadesinin, GJIC'ye bagl bir mekanizma yoluyla
hem proliferasyon hem de sagkalim oranlarini etkileyen tiimorjenik ve metastatik

potansiyelini azalttigin1 gostermektedir (Tittarelli ve ark., 2015).

Sonu¢ olarak, tiim bu veriler 1s18inda glinimiize kadar yapilmis olan
calismalarin bazilarinda CX43'in mRNA ve protein seviyelerinin bazi kanser tiirlerinde
azaldigi, bazilarinda ise artmis oldugu ve bu sonuglarin farkli etkileri oldugu
gosterilmektedir. Bu ¢aligmalarin ¢ogunda sinirhi sayida 6rnek analiz edilmistir. Bazi
calismalarda da kanserlerin alt tipleri smiflandirilmamistir. Bizim sonuglarimizi
degerlendirecek olursak, calismamizda; pterjium ve konjonktiva dokularinda, CX43
gen ekspresyonu ve protein miktarlar1 analiz edildi. Veri Sonuglarimiza gore pterjium

dokularinda CX43 gen ifade ve protein diizeyindeki azalmalarin normal konjonktiva
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dokularina gore ististiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05). Pterjiumun
kanser benzeri bir doku ve CX43’{in tiim0r supressor bir gen olmasi pek ¢ok calismada
teyit edilmesine ragmen, bizim ¢alismamizda bu verileri dogrular nitelikte sonuglar elde
edilememistir. Calismamiz, pterjium hastalarinda CX43 gen ifade ve protein miktarinin
belirlendigi Tiirk toplumunda yapilmis, literatiirdeki ilk ¢alisma olmasi, yapilacak yeni
calismalara fikir vermesi acisindan 6nemlidir.

CX43 gen ifade analizleri ve protein miktar tayini sonuglarimizin pterjium ve
konjonktiva dokularinda istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamasi CX43 ile pterjium
arasinda o6nemli bir iliski olmadigini gostermektedir. Ancak, konu ile ilgili ileriki
caligmalarda, pterjium dokusunda CX43 metilasyon modellerine bakilabilir, pterjium
niikslerindeki CX43’iin ifade diizeyleri arastirilabilir ya da konneksin gen ailesine ait
diger alt tipler ile ¢alisilabilir. Bu yeni ¢aligmalarin yapilmasiyla pterjiumda CX43’iin

roliiniin daha net bir sekilde anlasilabilecegini diistinmekteyiz.
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