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OZET

Bozkurt,N (2018). Pterjiyumda WWOX Gen Ekspresyonunun ve Protein Seviyesinin
Analizi. Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji
AD. Doktora Tezi, Tokat

WWOX, yaklasik 1.1 mb’lik genomik bir bolgeyi kaplayan ve 16q23.3—q24.1°te
yerlesik bir tiimor baskilayict gendir. Bu bolge insanlarda en yaygin ikinci frajil bolge
olan FRA16D'yi kapsamaktadir. WWOX geni, 2.2 kb uzunlugunda bir transkriptten ve
414 amino asit’ten olusan 46 kDa’luk bir protein kodlar. WWOX proteini N-
terminalinde iki WW alanindan ve C terminalinde ise SDR adli bir kisa zincirli
dehidrojenaz domeininden olusur. WW alanlari, prolin igeren ligandlarla baglanarak
protein-protein etkilesimlerine aracilik etmektedir. WWOX; hiicre ¢ogalmasi,
embriyonik gelisim, metabolizma ve apoptozu diizenleyen bir¢ok sinyal yolaginda
gorev almaktadir. Bircok kanser tiriinde WWOX'un kaybi veya anormal
transkriptlerinin bulunmasit WWOX un tiimor baskilayic aktivitesini gostermektedir.
Bu c¢alismada, bir tiimdr analogu olabilecegi diisiiniilen pterjiyumda WWOX gen ifade
ve protein diizeyinin belirlenmesi amaglandi.

Bu amacla 27 hastaya ait pterjiyum dokusunda WWOX gen ifade degisimi gercek
zamanli PZR yontemi ile, WWOX protein degisimi ise Western Blot yontemi
kullanilarak arastirilmistir.

Calisma sonuglarimiza goére pterjiyum dokusunda WWOX geni ifade ve protein
diizeyinin kontrol dokusuna gore istatistiksel olarak anlamli bir oranda azaldig:
bulunmustur (p<0,05). Bu bilgiler 1s18inda; bir tiimdr baskilayic1 gen olan WWOX’un,
pterjiyum dokusunda ifade ve protein diizeyinin azalmasi, pterjiyumun kanser analogu
bir doku olabilecegi yoniindeki iddialar1 desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Gergek Zamanli-PZR, Pterjiyum, Western Blot, WWOX
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ABSTRACT

Bozkurt,N (2018). Analysis of WWOX Gene Expression and Protein Levels in
Pterygium. Tokat Gaziosmanpasa Univercity, Health Sciences Institute, Department of
Medical Biology, Ph.D. Thesis, Tokat.

WWOX is a tumor suppressor that covering approximately 1.1 MB genomic region and
the 16g23.3 — q24.1. This region includes FRA16D, the second most common fragile
region in humans. The WWOX gene encodes a protein of 46 kDa consisting of a 2.2 kb
long transcript and 414 amino acids.. The WWOX gene consists of two WW domains at
the N-terminal and a short chain dehydrogenase domain at the C-terminal. WW
domains mediate protein-protein interactions by binding to proline-containing ligands.
WWOX is involved in many signal pathways such as; cell proliferation, embryonic
development, metabolism and apoptosis. In many cancers, the loss of WWOX or the
presence of abnormal transcripts indicates the tumor suppressor activity of WWOX.

In this study, it was aimed to determine WWOX gene expression and protein level in
pterygium which may be a tumor analog.

For this purpose, the WWOX gene expression change in 27 pterygium tissue was
investigated by real-time PCR method, and the change in WWOX protein was
investigated using the Western Blot method.

According to our results, it was found that the expression and protein levels of WWOX
gene in pterygium tissue decreased significantly compared to control tissue (p <0.05).
This informations indicate that a decrease in expression and protein level in pterygium
tissue of WWOX, a tumor suppressor gene, supports claims that pterygium may be a
cancer analogue tissue.

Key Words: Pterygium, Real-Time PCR, Western Blot, WWOX
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1. GIRIS

Pterjiyum; etiyoloji ve patogenezi tam olarak anlasilamamis, genellikle nazal
tarafta yerlesim gosteren, bulber konjonktivanin korneaya dogru ilerledigi tlicgen
seklinde, dejeneratif ve hiperplastik bir lezyon olarak tanimlanmaktadir. Pterjiyum;
inflamasyon, anjiyogenez ve hiicre proliferasyonu ile karakterize bir durumdur
(Solomon, 2006; Anguria ve ark., 2014) .

Hastaligin etiyolojisi ile ilgili olarak bir¢ok faktér tanimlanmistir (Riau ve ark.,
2011). Epidemiyolojik ¢aligsmalar; pterjiyum insidansinin gilines 1s18ina maruz kalma ile
iliskili oldugunu ve hastaligin 1yi huylu bir tiimér olabilecegini diislindiirmektedir. UV
radyasyonu, normal hiicre biiyiime kontroliiniin kaybi ile hasarl hiicrelerde karsinojenik
bir etkiye sahiptir (Kato ve ark., 2007; Maxia ve ark., 2008). Pterjiyum gelisimi i¢in
olas1 diger nedenler arasinda; epidermal proliferasyonda anormallikler, inflamasyon,
ekstraseliiller matrikste degisiklikler, metabolik hastaliklar, noronal disfonksiyon,
epitelyal-mezenkimal gegisteki degisikliklerin yani sira antiapoptoz, immiin aktivite,
oksidatif stres, viral tutulum ve kalitim siralanmaktadir (Riau ve ark., 2011; Kim ve
ark., 2013). Pterjiyuma yol acan temel faktorlerden birinin hiicre dongiisii bozukluklari
oldugu kabul edilmektedir, yani proliferasyon ve apoptozdan kagisa neden olan hiicre
dongiisii hareketlerinden sapma pterjiyum olusum ve gelisiminde Onemli bir role
sahiptir (Kim ve ark., 2013).

[k kez 2000 yilinda tespit edilen FOR veya WOXI1 olarak bilinen WW domaini
igeren bir oksidorediiktaz olan WWOX, 16. kromozomun uzun kolunda lokalize olan
timor baskilayict bir gendir (Qu ve ark., 2013; Nowakowska ve ark., 2014a). NH-

ucunda iki adet WW etki alani (domain) ve C-terminalinde kisa zincir



dehidrogenaz/rediiktaz (SDR) etki alanina sahiptir (Pluciennik ve ark., 2012). WW
domaini protein-protein baglanmasina katilan korunmus bir yapidir. WWOX proteini
cok sayida onemli sinyal yolaklarinda cesitli proteinlerle etkilesiminden dolayr bir
tiimor baskilayict gen olarak fonksiyon gdsterir. Ornegin WWOX; c-Jun, erbB4 ve
MDM21 gibi onkogenlerin karsinogenik etkilerini baskilar ve apoptozu uyaran timor
baskilayict genleri aktive eder. Proapoptotik yolakta, bazi kanser genlerini
diizenlemesinin yani sira timdrogenezin baslangicinda siklikla fonksiyonunu kaybeder.
WWOX’un promotor hipermetilasyonu ile susturuldugu meme, kemik, yumurtalik,
prostat, Ozofagus, karaciger, akciger ve pankreas kanserleri gibi cesitli insan
kanserlerinde gozlenmistir (Winardi ve ark., 2013).

Calisma kapsaminda 27 hastanin pterjiyum dokusu ve normal konjonktiva
dokusundan RNA izolasyonu yapilarak cDNA sentezi ger¢eklestirildi. Ger¢cek zamanli
PZR analizi ile WWOX geni ifade diizeyindeki degisim; Western blot analizi ile
WWOX protein miktar degisimi saptanmistir. Elde edilen sonuglar, kontrol grubu
sonuglart ile karsilastirilarak WWOX ifadesindeki degisimin pterjiyum patogenezinde

bir rolii olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

Pterjiyum, yiizyillar 6nce Hipoccrates, Galen, Celcus tarafindan tanimlanmis
olup kornea yiizeyine uzanan fibrovaskiiler konjonktiva dokusunun invaziv, tiggen
seklinde bliylime gosterdigi ve gorme keskinliginin azalmasma neden olan yaygin,
okiiler ylizey hastaliklarindan birisidir (Aslankurt ve ark., 2003; Kim ve ark., 2013; Xu
ve ark., 2013; Feng ve ark., 2017). Degismis bazal epitelyal hiicre proliferasyonu,
vaskiilarizasyon ve bitisik korneal epitelyum yayilimi ile karakterizedir (Girolama ve
ark., 2004; Cérdenas-Cantti ve ark., 2016). Hastalik 6ncelikle limbus yakinlarindaki
korneada gri sinirda noktalarin olusumu ve plikanin yer degistirmesi ile baglar.
(Cérdenas-Cantu ve ark., 2016). Korneay1 merkeze dogru istila eden pterjiyum epiteli,
skuam6z metaplazi ve goblet hiicre hiperplazisi gosterir. Pterjiyum bas kisminda
Bowman tabakasi ve epitelyal bazal membran arasinda ilerleyen fibroblastlar
gorilmektedir. Ayrica Bowman membranina damarlar ve bag dokusu yerleserek bu
yapiyr bozmaktadir (Arffa,1991). Fibroblastlarin ve kan damarlarinin stromal asir
biiyiimesine, inflamatuar hiicre infiltrat1 ile elastin ve kollajenden olugsan anormal bir
hiicre dis1 matris birikimi de eslik eder (Girolama ve ark.,2004).

Konjonktivanin kornea {izerine dogru limbus boyunca kanat seklinde biiyliyen
invaziv fibrovaskiiler bir doku olarak tanimlanan pterjiyum, sik goriilen bening bir
bozukluktur (Anguria ve ark., 2014; Hacioglu ve Erdol; 2017). Pterjiyumun, kutanoz
aktinik keratozise benzeyen, mukozal epitelin kanser Oncesi durumunu temsil
edebilmesinin yanmi1 sira; en geleneksel tedavi olarak uygulanan cerrahi miidahele
sonrasinda hastaligin agresif olarak tekrarlayabilmesi, konjonktivanin sadece basit bir
dejeneratif durumu olmadigini ayn1 zamanda neoplazi benzeri bir biiylime bozuklugu

olabilecegini de diisiindiirmektedir (Perra ve ark., 2006).



Genellikle nazal tarafta lokalize olmasina karsin temporal tarafta da yerlesim
gosterebilir (Hacioglu ve Erdol; 2017). Pterjiyumun bu tipik yerlesiminin, medial
limbiiste meydana gelen gilines 1s1gmin korneada odaklanmasindan kaynaklanabilecegi
ileri siiriilmektedir (Perra ve ark., 2006). Iyi huylu seyretmesine ragmen gérmeyi tehdit
edebilir bir durumdur ve ameliyat sonrasi niiks yaygin olmasma karsin cerrahi
miidaheleye oldukca sik basvurulur. Hiyaloid dejenerasyon, eozinofilik graniiler
materyal birikimi ve yogun fibroblastik proliferasyon patolojik &zellikleridir.
Pterjiyumda bozuk fibriller yapilar da oldukea sik goriiliir (Detorakis ve ark., 2000).

Pterjiyum; anterior korneaya giren bas, yiizeyel limbus i¢eren boyun ve sklerayi
orten govde olmak iizere 3 boliime ayrilmistir (Anguria ve ark., 2014; Céardenas-Cantl
ve ark., 2016). Bas kismi, ¢ok katli yassi hiicrelerden olusan konjonktiva epiteliyle
kaplidir. Bu tabakanin altinda ise kalinlagmis, hipertrofiye ve dejenerasyona ugramis
bag dokusu yer alir (Ozeg ve ark., 2008). Olusan lezyonun gérme eksenine ilerlemesi
gorme kaybina yol agmaktadir (Perra ve ark., 2006). Pterjiyum patogenezinin halen tam
olarak anlasilamamasindan dolay1 pterjiyum olusumunun ve cerrahi sonrasi niiksiin
Onlenmesi ile ilgili sorunlarin ¢oziimiinde basarili olunamamistir (Anguria ve ark.,
2014).

Pterjiyum prevelans: ile genellikle ekvatora yakin bolgelerde yasayan kisiler
arasinda siki bir baglanti oldugunun yapilan ¢aligmalarla desteklenmesi patogenezde
ultraviole (UV) radyasyonun etkisini gii¢lendirmektedir. Alternatif olarak viral
enfeksiyonlar, epigenetik bozukluklar, immiinolojik ve antiapoptotik mekanizmalar,
angiyogenik ve lenfangiyogenik uyarilar, bliylime faktorleri, hiicre dig1 matriks yeniden
sekillenmesi (Perra ve ark., 2006; Cardenas-Cantu ve ark., 2016), ekstraselliiler matriks

modulatorlerinin  deregiilasyonu,  epitelyal-mezenkimal  gegisteki  degisimler,



inflamasyon kaskadi ve kolesterol metabolizmasi modifikasyonlarini igeren genis bir
patojen faktor dizisi de onerilmektedir. Ancak bu faktorlerin cogu hastaligin kokeninden
cok gelisimi ve devamu ile iligkilidir. Bu faktorlerin bazilarinin UV radyasyona maruz
kalma ile direkt veya indirekt olarak iligkili oldugu da gosterilmistir (Cardenas-Cantu ve
ark., 2016).

2.1. Epidemiyoloji

Pterjiyum tiim diinyada goriilmekle birlikte, giinesli, sicak ve tozlu iklim
kosullart ile tropikal, subtropikal bolgelerde daha yaygin olup (Aslankurt ve ark., 2003),
pterjiyum bolgesi olarak da bilinen ekvatora yakin bolgelerde yasayan toplumlarda ¢ok
sik goriilen fibrovaskiiler bir lezyondur. Bu bolgedeki bazi iilkelerde sikliginin genel
niifusun yaklasik %22’si oldugu tahmin edilirken bu bolge disindaki tilkelerde ise
pterjiyum sikliginin 6nemli oOl¢iide az olmasi (%2’den az) pterjiyum gelisiminde
cevresel faktorlerin etkisinin gii¢lii oldugunu gostermektedir. Cogunlukla giines 15181na
cok fazla maruz kalan insanlarin bu hastaliktan etkilenmesi glines 1s18indaki UV
radyasyonun pterjiyum gelisimdeki en 6nemli ¢evresel faktor oldugunu gostermektedir
(Liu ve ark., 2013b). Bu hipotez, epidemiyolojik veriler ve UV hasarl cilt ile ortak
ozellikler gosteren histopatolojik degisikliklerin pterjiyumda da gozleniyor olmasi ile
desteklenmektedir (Perra ve ark; 2006).

Erkeklerde goriilme siklig1 bayanlardan 2 kat fazla olmasi ise erkeklerin disarida
daha fazla kalmasindan kaynaklanabilir. Benzer yasam tarzina sahip gruplarda ise
cinsiyete gore prevelans agisindan bir farklilik goézlenmemektedir. Ailesel gecis
gosteren olgular bildirilmis olsa da hastalik genellikle sporadik olarak ortaya

cikmaktadir (Aslankurt ve ark., 2003).



2.2. Etiyoloji

Pterjiyum etiyopatogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen yapilan
caligmalar oOzellikle UV 1smlarina asir1 maruz kalmanin hastalik patogenezinde ¢ok
onemli bir yeri oldugunu gostermektedir (Hacioglu ve Erdol; 2017). Pterjiyum; UV
radyasyon, viral enfeksiyon, kalitsal faktorler, immiinolojik faktorler, aseptik
inflamasyon, riizgar, toz, travma, duman ve goz kurulugu gibi cevresel etkiler dahil
olmak tizere ¢ok sayida risk faktorii ile iliskilidir. Son yillarda ise transkripsiyon
faktorleri, cAMP yanit elementi baglayici protein, sitokrom P450 1Al proteini,
fosfolipaz D ve aquaporin-1 ve -3'iin artmis seviyeleri bir risk faktorii olarak ortaya
¢ikmaktadir (Zhou ve ark., 2016).

Hastalik sikligi cografik bolgelere gore de farklilik gostermektedir. Pterjiyum
siklig1 sahil koylerinde yasayanlarda daglik bolgeler ve diizliiklerde yasayanlara gore
anlaml derecede yiiksektir (Liu ve ark., 2013b).

Yapilan bazi arastirmalarda, pterjiyum patogenezinin alerjik ve immiinolojik
temelleri olabilecegini destekleyen sonuglara da ulasilmistir. Cesitli biiylime faktorleri,
sitokinler ve metalloproteinaz enzimler, fotorekraktif keratektomi sonrasi toplanma
siiresince korneada tespit edilmistir. Lokositler tarafindan sentezlenen bu biyolojik
faktorlerin pterjiyum olusumunda 6nemli bir rol oynadig1 kabul edilmektedir. Ayrica
pterjiyum epitel hiicrelerinde biiyiime faktorleri ve sitokinlerin iiretimini saglayan sinyal
yolag1 UV tarafindan aktive edilir. Inflamatuar mediator salinimindan dolayr hem akut
hem de kronik komplikasyonlar atopik hastalarda g6zlenmistir (Shayegan ve ark.,
2016). Bir¢ok c¢alisma, biiylime faktorleri, matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) ve

interlokinler gibi cesitli molekiillerin pterjiyum patolojisinde yeri olan anjiyogenez,



fibrozis, proliferasyon ve iltihaplanma ile yakindan iliskili oldugunu gostermektedir
(Feng ve ark., 2017).

Hastalikta aile Oykiisliniin varhigi ise patogenezde genetik faktorlerin roliinii
gostermektedir. Bu bilgiler 1s1ginda bile pterjiyum etiyolojisi halen gizemini
korumaktadir. Ancak son yillarda yapilan molekiiler genetik calismalarla pterjiyum
patogenezine ait onemli bilgiler elde edilmistir. En 6nemli hipotezlerden birisi genetik
yatkinlig1 olan kisilerde, UV radyasyon ve HPV enfeksiyonlar1 gibi ¢evresel etkilere
maruz kalmanin, pterjiyum gelisimi ile sonuglanmasidir. Hastaligin klinik olarak ortaya
cikmas icin, ¢evresel ve genetik faktdrlerin birden fazla yolla kesismesi gerekmektedir

(Sekil 1.1) ( Liu ve ark., 2013a).
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Sekil 2.1 Pterjiyum Gelisminde Etkili Olan Cevresel ve Genetik Faktorler

2.3. Pterjiyum Olusumunda Etkili Olan Faktorler
2.3.1. UV Radyasyon

Pterjiyum, 'pterjiyum zonu' olarak bilinen ekvatorun 40° kuzey ve gliney
enlemleri arasindaki bolgede yasayan popiilasyonlarda daha yaygin olarak goriiliir ve bu
durum daha yiiksek UV yogunlugu ile iliskilendirilmistir (Zhou ve ark., 2016). UV

radyasyona maruz kalma ile pterjiyum gelismesi arasindaki iliski oftalmiiloz' olarak



kabul edilen lezyonun galisilmasi ile kurulmustur. Bu konudaki ilk goriis giines 1s181in1n,
daha sonra 'pterjiyogenetik' veya 'anjiyogenetik' faktor gibi davranabilen dejenere bir
protein materyalinin olusumuna neden olabilecegi idi. Ozellikle daginik 151k (albedo)
seklindeki UV-A (320-400nm) ve UV-B radyasyonun (280-320 nm dalga boyu ile) en
tehlikelisi oldugu diisiiniilmektedir. Pterjiyum ile bazal hiicreli karsinoma (BCC),
porfiriler ve kseroderma pigmentosum gibi giines 1s181yla iligkili oldugu bilinen diger
durumlar arasinda giiclii bir epidemiyolojik korelasyon vardir. Erkeklerdeki pterjiyum
insidansinin  yliksekligi de, mesleki nedenlerden dolayr gilinese maruz kalma
diizeylerinin yiikselmesine baglanmistir. Isik hasari, serbest radikal olusumu ile ilgilidir
ve hiicresel seviyedeki bu hasar korneoskleral limbusun immiinolojik durumunun
modifikasyonuyla iligskilendirilebilir (Detorakis ve ark., 2000).

Epidemiyolojik caligmalar, 6zellikle UV-B 1sinlar1 da dahil olmak iizere giines
15181na uzun siire maruz kalinmasinin pterjiyum gelisiminde 6nemli bir faktor oldugunu
gostermektedir. UV 1sinlar1 normal biiyiime kontroliiniin kayb1 ile olusan DNA hasarina
yol agmakta ve kanserojen etkisini bu yolla gostermektedir (Rodrigues ve ark., 2008).

UV radyasyon (UV-A ve UV-B), DNA hasari, oksidatif stres, hiicre yiizeyi
reseptOrii ve hiicre i¢i sinyal yolagi aktivasyonu da dahil olmak iizere sayisiz biyolojik
etkilerle iliskilendirilmistir. Bu etkiler coklu genlerin transkripsiyonel profilinin
degisimi ve dolayisiyla hiicrelerin biyolojik davranisindaki degisikliklerle yakindan
iliskilidir. UV radyasyon, limbal kok hiicreler (LSC'ler) dahil okiiler hiicreler iizerinde
biyolojik etkileri yoluyla pterjiyum patogenezinde rol oynayabilir (Zhou ve ark., 2016).

UV radyasyonun pterjiyum olusumuna etkisi; giines 1s18ina maruz kalma ile

pterjiyum sikligr arasindaki iliskinin agik bir sekilde gozlenmesinden bu yana tam



olarak netlik kazanmistir. UV radyasyonun hiicrelere zarar vermesi ve dokularda hasar
olusturmasi iki mekanizma ile gergceklesmektedir:

A) Hiicresel DNA iizerinde dogrudan fototoksik etki

B) Hiicresel DNA'ya, proteinlere ve lipitlere zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) tiretimi (Perra ve ark., 2006; Sebastia ve ark., 2013; Cardenas-Cantl ve

ark., 2016).

300 nm'nin altindaki kiiciik dalga boylarinin biyolojik agidan en aktif form
oldugu ve cogunlukla kornea tarafindan emildigi bilinmektedir. 280-315 nm arasinda
degisen UV-B radyasyon dalga boylari, okiiler yiizeyi etkiler ve bu etki dogrudan
UV‘ye maruz kalma seviyesiyle iliskilidir. UV radyasyonunun pterjiyuma nasil bir
molekiiler mekanizma ile neden oldugu hala arastirilmakta ve c¢esitli alternatifler
onerilmektedir. Sekil 2 ‘de pterjiyum gelisimi ile iliskili temel nedensel faktorler ve

etkilenen molekiiler mekanizmalar gosterilmistir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016).
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UV-B radyasyon, oksidatif strese neden olma kapasitesinden dolay1 pterjiyum
olusumundan sorumlu temel faktor olarak diisiiniilmektedir (Sebastia ve ark., 2013;
Cardenas-Canta ve ark., 2016). Yiiksek mutajenik potansiyele sahip bir oksidatif stres
belirteci olan 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdAG) molekiilii primer pterjiyumun bas
bolgesi epitelinde saglikli konjonktivaya oranla 4,7 kat daha yiiksek seviyede
bulunmustur. Antioksidan fonksiyonuna ek olarak bu molekiiliin iiretimi oksidatif stres
kaynakli inflamasyona karsi hiicrelerin savunma mekanizmalarindan biri olabilir.
Hiicresel DNA'da 8-OHdG bulunmasi pterjiyum dokusunda asir1 eksprese edildigi
gosterilen hOGG1 enzimi (insan 8-okzoguanin glikosilaz I) ile azaltilabilir. hOGG1
geni ekson 7°de 1245 pozisyonunda C-G degisimi, Ser326Cys degisimi ile sonuglanir
ve Kau ve ark.’nin yaptiklar1 bir ¢alismada bu degisim pterjiyum gelismesine yatkinlik
ile iliskilendirilmistir (Kau ve ark., 2006; Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

8-OHdG'nin, oksidatif DNA hasarinin derecesini degerlendirmek igin hassas ve
stabil bir biyolojik belirte¢ oldugu gosterilmistir. Pterjiyum bir oksidatif dejeneratif
hastalik olarak kabul edilmesine ragmen, bir¢ok arastirmaci pterjiyumun muhtemelen
UV isinlartyla indiiklenen bir hiicresel proliferatif hastalik oldugunu diisiinmektedir.
(Sebastia ve ark., 2013). Perra ve ark tarafindan yapilan bir ¢alisma da, tamami disarda
calisan 31 pterjiyum olgusunun 21’inde 8-OHdG’in, kontrol grubuna oranla daha
yiiksek tespit edilmesi pterjiyumda oksidatif stres ve UV radyasyonun etkili oldugu
gorisiinii desteklemektedir (Perra ve ark., 2006).

Oksidatif stres ayni zamanda lipit ve proteinlerin modifikasyonundan da
sorumludur. UV-B radyasyon ile ROS olusumu hiicresel membranlarda lipid
peroksidasyonuna neden olur bdylece reaktif aldehitler olan 4-hidroksiheksenal (4-

HHE) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) igeren ¢esitli doymamis yag asitlerinin (PUFA)
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dejenerasyonunu uyarir. Bu molekiiller; pterjiyumun 6n kisminda, korneal gogiin
meydana geldigi bas kisminda ve subepitelyal bag dokulariin aktif ¢ogalmasinin
gerceklestigi orta kisminda artmaktadir. 4-HHE ve 4-HNE, histidin, sistein ve lizin
rezidiileri ile reaksiyona girerek proteinleri degistirme ve normal islevlerini etkileme
potansiyeline sahiptir. Bu protein modifikasyonlar1 normal konjonktivanin aksine
pterjiyum dokusunda belirgindir. UV-B radyasyon ile olusan lipit peroksidasyounun bir
diger belirteci olan malondialdehitte (MDA) 6nemli bir artig antioksidan enzimler olan
stiperoksitdismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesinin pterjiyum dokusunda
stirekli azalmasi ile DNA hasarina neden olan ROS birikimine neden oldugu
gbzlenmistir. Bununla birlikte, bir calismada diger bir antioksidan enzim olan
peroksiredoksin 2’nin pterjiyum epitelinde c¢ok fazla eksprese oldugu bulunmustur.
Artan bu ekspresyon, peroksit ile uyarilan apoptozun inhibisyonu ile iligkilidir
(Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

UV 1511 dogrudan fototoksik etkileri ile de DNA hasarina neden olabilir.
Cimpean ve ark. caligmalarinda primer pterjiyum fibroblastlarinda, endotel hiicrelerinde
ve niikseden pterjiyum fibroblastlarinda timin dimerlerinin varligini tespit etmislerdir.
Timin dimerlerinin arttig1 hiicre kiimelerinin primer pterjiyumdan alinan epitelin bazal
kisminda bulunmasi, Chui ve ark.’larinin, UV radyasyon ile modifiye edilen bazal epitel
hiicrelerinin pterjiyumla iligkili invasyon ve niiks oranindan sorumlu oldugu hipotezini
desteklemektedir. Ayrica, niiks pterjiyumda bazal hiicre miktarinin belki de DNA
onarim mekanizmasindaki bir hasara bagl olarak azaldig1 ve daha yiiksek bir mutasyon
oraninin meydana gelmesine izin verdigi bulunmustur (Chui ve ark., 2011; Cimpean ve

ark., 2013; Cardenas-Cantu ve ark., 2016).
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UV-B radyasyonunun DNA tarafindan dogrudan absorbe edilmesi, iki tiir sarmal
fotolezyona neden olur: DNA replikasyonu sirasinda Cnin T’ye ve CC’nin TT'ye
donlismesine neden olan komsu primidinler arasinda Siklobiitan pirimidin dimerleri
(CPD'ler) ve 6-4 fotoprodiiktorler (6-4PPs) olusur. CPD’ler memeli hiicrelerinde UV-B
151ginin neden oldugu mutasyonlarin yarisindan fazlasi ile iligkilidir ve sadece UV
maruziyetini takiben goziin 6n bolmesinde bulunmustur. Bu DNA lezyonlari,
transkripsiyon ve replikasyon gibi temel hiicresel metabolik stirecleri etkileyebilir. UV
151k maruziyeti ile olusan pirimidin dimerleri premutajenik 6zelliklere sahiptir ve DNA
yapisin1  degistirirler. Timin dimerleri fotoreaktivasyonla onarilabilir, ancak
diizeltilmemis dimerler mutajeniktir (Cimpean ve ark .,2013; Cardenas-Cantu ve ark.,
2016).

Niikseden pterjiyumda timin dimer ifadesinin stirekliligi insan pterjiyum
fibroblastlarinda DNA tamirinin basarisizligina neden olur. Fibrovaskiiler bolmedeki bu
tamir edilmeyen DNA hasari, pterjiyumda UV 1s18ina bagli gen mutasyonlar: ve
polimorfizmlerinden sorumlu olabilir (Cimpean ve ark., 2013).

UV, pterjiyum olusumundan sorumlu bir¢ok sinyal yolagini da aktive edebilme
ozelligine sahiptir. UV, aktif serbest radikallerin olusumunu saglayabilmesinin yani sira
DNA metilasyonunu, pterjiyum olusumunda etkili matriks yeniden sekillenmesi ve
hiicre adhezyonunu da regiile edebilir. Pterjiyum epiteli, proapoptotik ve antiapoptotik
proteinler arasindaki dengenin bozulmasindan dolayr UV radyasyon aracili apoptoza
miimkiin oldugunca direnclidir (Liu ve ark., 2013Db).

Kornea UV-A'nin % 45'ini absorbe edebilme 6zelligine sahiptir. Chao ve ark.,
caligmalarinda UV-A radyasyonundan sonra pterjiyum fibroblastlarinda iirokinaz tipi

plazminojen aktivatoriiniin (UPA) mRNA diizeylerini ve aktivitesini arastirmislardir. Bu
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proteaz, matriks metaloproteinazlari (MMP'ler) aktive edebilir ve doku bozunumundan
ve timor hiicresi invazyonundan sorumludur (Chao ve ark., 2013; Cardenas-Cantu ve
ark., 2016).

Yapilan ¢alismalarda pterjiyum dokusu kan damarlarindaki endotel hiicrelerinde
UV 1s1gindan kaynaklanan DNA hasar1 bildirilmis ve potansiyel bir terapotik hedef
olarak insan primer ve rekiirren pterjiyum patogenezinde UV 1s18ma bagh
anjiyogenezin rol oynadigi belirtilmistir. Anjiyogenez ve lenfanjiyogenez yaygin olarak
kabul edilmekle birlikte insan pterjiyum patogenezinde yer alan tamamlanmamis
karakterize siireclerdir. Pterjiyumda kan ve lenfatik damar gelisiminde inflamasyon,
biliylime faktorlerinin asir1 ekspresyonu, hipoksi ve transkripsiyon faktorlerini igeren
cesitli mekanizmalar da etkilidir (Cimpean ve ark .,2013).

Pterjiyumun histolojik kesitleri, cogunlukla konjonktival bolgede yaygin elastik
dejenerasyonla ortaya ¢ikar. Bu amorf dejeneratif materyal de 1518a maruz birakilmis ve
yaglanmis insan derisinde tespit edilmistir. Bu degisiklikler arasinda epidermal
proliferasyon, inflamatuvar infiltrat, aktive olmus fibroblastlar, elastin birikimi,
glikozaminoglikanlar ve degistirilmis kollajen turnoveri gibi ekstraseliiler matriks
degisiklikleri sayilabilir. UV ayrica aktin hiicre iskeleti yapilanmasini etkiler ve,
keratinosit hareketini kolaylastirirarak aderans molekiillerininin regiilasyonunu azaltir.
Son zamanlarda, Mitojenle aktive olan protein (MAP) kinazlarin indiiksiyonu ve c-Jun,
c-Fos ve AP-1 transkripsiyon faktorlerinin asagi akis aktivasyonunu da igeren UV
radyasyonla aktive edilen bazi molekiiler yolaklar aydinlatilmistir. Benzer olaylar
pterjiyumda da meydana gelmektedir (Girolama ve ark.,2004).

UV maruziyeti ile etkilenen bir protein olan p53 ise, antikanser fonksiyon

mekanizmalarina dahil olup, apoptoz, genomik stabilite ve anjiyogenezin
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inhibisyonunda rol oynar. UV 1s18ina bagli DNA hasarinda ve onariminda p53'iin
roli, UV 1s1gma bagh cilt karsinogenezi {lizerine yapilan ¢esitli ¢alismalarla
desteklenmistir. (Cimpean ve ark., 2013).

Ozetle, pterjiyumun baslamasmin yan1 sira, UV 1smlar; pro-inflamatuar
sitokinler, biiyiime faktorleri ve MMP’lerin regiilasyonunun artmasi yoluyla
pterjiyumun ilerlemesinde rol oynar. Bu efektorler, pterjiyumu karakterize eden
iltihaplanma, fibrozis, anjiyogenezis ve ECM yenilemesinde de 6nemlidir (Zhou ve

ark., 2016).

2.3.2. p53

Yakin zamana kadar, subepitelyal doku iceren dejeneratif bir bozukluk olarak
kabul edilen pterjiyum ile neoplazi arasinda ¢esitli ortak 6zelliklerin varlig1 pterjiyumun
neoplazi benzeri bir biiylime bozuklugu olma ihtimalini artirmistir. Bu o6zelliklerin
basinda, cerrahi ¢ikarim sonrasi tekrarlama, etiyolojik faktor olarak UV radyasyon ve
yaygin tedavi modaliteleri (antimetabolitler, radyasyon) icermesi gelmektedir (Girolama
ve ark., 2004).

p53, DNA hasarina normal cevab1 diizenleyerek, genetik istikrarin
korunmasinda rol oynayan kilit bir unsurdur (Cimpean ve ark., 2013). Bir tiimor
baskilayict gen olan p53, hiicre siklusunu, DNA tamir ve sentez siirecini, hiicre
farklilasmasini ve apoptozu regiile eder (Liu ve ark., 2013b., Girolama ve ark., 2004).
p53 genom hasar gordiigiinde, genom onarilincaya kadar hiicre dongiisiinii durdurarak
genomik kararsizliga karsi hiicreyi korur (Weinstein ve ark., 2002; Girolama ve ark.,
2004). Hasar telafi edilemez ise, p53 geni apoptoza yol acar (Weistein ve ark., 2002).
p53 geninde olusan mutasyonlar, proteinin islevlerini etkisiz hale getirerek veya

degistirerek etkisini gosterir. p5S3 mutasyonlar1 neoplastik hiicre gelisiminde en yaygin
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genetik belirtegtir. Yapilan immiinohistokimya calismalar1 ile pterjiyumda anormal
seviyede p5S3 ekspresyonu gozlenirken kontrol orneklerinde p53 tespit edilememistir.
p53 kodon 72 polimorfizmi (Arg72Pro) timor yatkinligi igin 6nemli bir belirtegtir.
p53’in anormal ekspresyonuna kodon 72 polimorfizminin eslik etmesi de p53
mutasyonlarinin pterjiyum patogenezinde etkili olabilecegini gostermektedir (Liu ve
ark., 2013b).

Pterjiyum epitelinde p53 proteininin anormal seviyeleri tespit edilmis ve bir¢cok
aragtirmact tarafindan pterjiyumun UV ile iliskisinin, kontrolsiiz hiicre g¢ogalmasi
olmasindan dolayi tiimér ile uyumlu oldugu diistiniilmiistiir. p53 tiimor baskilayict geni,
insan tiimorlerinde gozlenen en yaygin mutasyona ugramis genlerden biridir ve tiim
insan kanserlerinin %50'sinden fazlasinda bulunmaktadir. Normal saglikli hiicrelerde
p53, genellikle tespit edilemeyen seviyelerde bulunan, kisa 6miirlii bir proteindir ancak
p53'te meydana gelen mutasyonlar, proteinin hiicre igindeki stabilitesinin artmasina
neden olur. Pterjiyumda p53 ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu sonuglar
1s1ginda tahmin edilen p53 gen mutasyonu prevalanst %7.9'dan %100'e kadar
uzanmaktadir (Rodrigues ve ark., 2008).

p53 mutasyonlarina sebep olan ¢ok sayida etken vardir. Benzo(a)piren (BaP)
gibi ¢evre kirleticilerinden birisi bu etkenler arasindadir. BaP’nin son metaboliti olan
benzo(a)piren delepoksit (BPDE), p53 gen mutasyonlarinda deoksiguanozine saldirarak
BPDE-N2-dG eklentisini olusturabilir. Pterjiyum orneklerinde, BPDE benzeri DNA
eklentisinin olusumunun sitokrom p4501A1 (CYP1A1) polimorfizmi ile iliskisi oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle CYP1AT1 polimorfizmi pterjiyum ile korelasyon gosterir ve

pterjiyum yatkinlig i¢in bir markir olabilir (Liu ve ark., 2013b).
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Niikleer p53'in, pterjiyumun limbal epitelinde arttigi bildirilmistir. Bu tiir
genetik  degisiklikler, bu kosullarin gelismesinin baslarinda UV radyasyondan
kaynaklanabilir. Pterjiyum ve limbal tiimorlerin ¢ok adimli gelisimi i¢in bir modele
gore, p53'teki mutasyonlar, apoptotik prosediirleri bozabilir, bu nedenle diger genlerde
(bcl-2, ve bax) mutasyonlarin progresif olarak birikmesine yol agabilir. Bu sekilde,
pterjiyumun gelisimi, konjonktivadaki apoptozun indiiksiyonu ya da baskilanmasi ile
iligkili genlerin bozulmus ekspresyonlarinin bir sonucu olabilir (Detorakis ve ark.,
2000).

Hiicre dongiisii, 0©zellikle apoptozun kusurlu diizenlenmesi, pterjiyum
olusumunda ve bliylimesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Pingueculae, pterjiyum ve
limbal tiimorlerin limbal epitelinde artmis p53 ifadesi, gelisimlerinin erken
donemlerinde p53 mutasyonlarinin muhtemel varligin1 gosterir. p53, proliferasyonu
onleyerek ve DNA mutasyonlar1t mevcut ise apoptozu indiikleyerek bir kontrol noktasi
gorevi goriir (Sebastia ve ark., 2013).

UV 1511 post-translasyonel mekanizmalarla p53°1 stabilize eder. p53 DNA’ya
baglanir ve hiicre siklusu arrestini, apoptozu ve DNA tamirini uyarir. p53’iin
stabilizasyonu p53 ve regiilatorleri ile bax ve bcl-2 orani arasindaki etkilesimleri
icerebilir. Bu oran doza baghdir; diisiik doz UV, hiicre dongiisiiniin durmasi ile
sonuglanirken yiiksek dozda ise bax birikimi ile iligkili apoptoz baslatir (Girolama ve
ark., 2004).

Weinstein ve ark. Pterjiyumun bir dejenerasyondan ziyade kontrolsiiz hiicre
proliferasyonundan kaynaklanan bir biliylime bozuklugu oldugunu arastirmak igin
pterjiyumdaki p53 geninin ifade diizeyini incelemislerdir. 13 pterjiyum hastasi (9 niiks)

ile yaptiklar1 g¢aligmada 7 olguda anormal p53 ekspresyonu pozitif olarak tespit
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edilmistir. Niiks olan ve olmayan gruplar arasinda ise bir fark bulunamamuistir. 9 niiks
hastanin 51 (%54) ve 4 primer olgunun 2’si (%50) pozitifken kontrol numunelerinde
higbir patolojik boyama gozlenmemistir. Bu bulgular, pterjiyumun maling bir tiimor
olmadig1 yoniindeki goriisii desteklemektedir (Weinstein ve ark., 2002).

p53'iin anormal ifadesi, insanlardaki malign tiimoérler icin kullanilan en yaygin
belirtegtir. p53’iin anormal ifade prevalansi tiimor tipleri arasinda %0-60 arasinda
degismektedir (6rn. Akciger karsinomasinda %56, kolon karsinomasinda %350, cilt
tiimorleri icinde %44). Spandidos ve ark. pterjiyumun %60'1inda, timor ve premalign
hiicrelerde sik goriilen genetik degisikliklerin (heterozigotluk kaybi ve mikrosatellit
instabilitesi) ortaya ¢iktigini belirterek, pterjiyum gelisiminde timor baskilayict genlerin
rolii oldugunu ve DNA replikasyonu ve onariminda bozulma ile uyumlu oldugunu
ayrica, pterjiyumun benign neoplastik bir lezyon olarak diisiiniilmesi gerektigini
belirtmislerdir (Spandidos ve ark., 1997). Chowers ve ark. ise primer ve niiks
pterjiyumda p53 immiinreaktivitesini arastirmislar ve primer pterjiyum ile tekrarlayan
pterjiyum arasinda fark bulunamamislardir. Sonu¢ olarak, p53 genindeki bir
mutasyonun pterjiyum olusumu ve niiks acisindan kritik 6nemi kalmamaktadir.
Pterjiyum epitelinde anormal p53 ekspresyon bulgusu, transforme olmus hiicre igerigine
ve hiicre dongiisiinlin diizenlenmesinde ve kontroliinde basarisizlik olduguna isaret
edebilir. Transformasyonun nedeni, cesitli cilt kanserleri (6rn., Skuamoéz hiicreli
karsinom) i¢in genetik materyal iizerindeki etkisiyle bir risk faktorii olarak iyi bilinen
UV radyasyon olabilir (Chowers ve ark., 2001; Weinstein ve ark., 2002).

p53 proteininin pterjiyum epitelinde anormal ifadesi, pterjiyumun bir timdr gibi
ultraviyoleye maruz kalma ile iliskili, kontrol edilemeyen bir hiicre ¢ogalmasi olarak

kabul edilmesi goriisiinii  kuvvetlendirmektedir. Benzo(a)piren (BaP), sitokrom



18

p4501A1 (CYP1AL), 2C9 ve 3A4 gibi iyi karakterize edilmis bir dizi enzim tarafindan
oksitlenir. CYP1A1’in MSP 1 restriksiyon alanindaki bir timin/sitozin noktasi
mutasyonunun enzim aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir. CYPIA1 Mspl
alelik varyanti, oral, kolon, gogiis ve akciger kanseri gibi sigara kullanim ile iliskili
kanserlere yatkinlik ile iligkilendirilmistir. Peng ve ark., 150 pterjiyum Ornegi ile
yaptiklar1 ¢alismada CYP1A1 protein ifadesinin, pterjiyum grubunda kontrol grubuna
gore anlamli derecede daha yiiksek oldugunu ve CYP1A1l protein ifadesinin allelik
varyasyon ile iliskili oldugunu tespit etmiglerdir. Bu sonug, CYP1A1 protein ifadesinin
bagimsiz bir risk faktoérii olarak pterjiyum gelisiminde etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir (Peng ve ark., 2012).

UV radyasyona bagli p53 gen mutasyonlarinin pterjiyum hiicrelerinin
gelisiminde rol oynayabilecegi pterjiyum epiteli bazal hiicrelerinde anormal p53 protein
ifade seviyeleri tespit edilmesi ile ileri siirilmistiir. Bu hipoteze gore, kronik fokal UV
1511 maruziyetinde parental bazal LSC'lerde p53 mutasyonlari meydana gelmektedir.
pS3'e bagli programlanmis hiicre Oliimiiniin eksikligi nedeniyle, diger genlerdeki
mutasyonlar, sonunda pterjiyum hiicrelerine doniisen LSC'ler tarafindan kademeli
olarak ortaya ¢ikar. p53 protein {iriinii, UVB radyasyonu da dahil olmak iizere bazi
mutajenik ajanlardan kaynaklanan DNA hasarina tepki olarak hiicre g¢ogalmasini
Onleyerek veya apoptozu indiikleyerek bir kontrol noktas1 gérevi goriir. Normal kosullar
altinda, p53 proteininin 30 dakikalik kisa bir yarilanma 6mrii vardir ve hiicre iginde
genellikle saptanamaz. p53 genindeki mutasyonlarin, birka¢ saatlik daha uzun
yarilanma dmriine sahip anormal bir p53 proteininin birikimiyle sonuglandigi diistintiliir

(Zhou ve ark., 2016).
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UV'ye maruz kalan cilt, p53 tiimo6r baskilayict geninde kodon 245 ve
247/248'de, spesifik mutasyonlara ugramaktadir. UV ile indiiklenen p53 mutasyonlari,
skuamoz hiicreli karsinomun ilerlemesinde kanser Oncesi bir durum olan aktinik
keratozda bulunmus ve skuamoz hiicre karsinomu p53 eksik farelerde deneysel olarak
UV-B ile indiiklenmistir. Yapilan ¢alismalar, UV'ye baglh p53 mutasyonlar1 ile UV’ye
maruz kalmanin neden oldugu hastalik arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu
gostermektedir. p53'in anormal ifadesi, mutant p53 proteinine yonelik monoklonal
antikorlarla immiin boyama yoluyla pterjiyumda gosterilmis olmast p53°lin pterjiyum
patogenezinde bir rolii olabilecegi goriisiinii destekleyen bir sonugtur (Shimmura ve

ark., 2000).

2.3.3. Viral Enfeksiyonlar ve Kalitim

Pterjiyum olusumu c¢evresel faktorlerin, genetik yatkinligin ve viral
enfeksiyonlarin etkili oldugu ¢ok asamali bir siire¢ olmasinin yam sira; bu dokularda
viral DNA saptanmasi hastaligin neoplastik dogasin1 da desteklemektedir. Bu gortis,
pterjiyum orneklerinde insan papilloma viriis (HPV), sitomegaloviriis (CMV) ve herpes
simpleks viriis (HSV) de dahil olmak iizere cesitli onkogenik viriislerin saptanmasi ile

giindeme gelmistir (Detorakis ve ark., 2000; Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

HPV, p53'ii inaktive eden proteinleri kodlayarak kromozomal instabiliteye ve
hiicrede malignite gelismesi olasiliginin artmasina yol acar (Liu ve ark., 2013). Bu
viriislerin pterjiyum patogenezi lizerine olasi etkisinin arastirildigi calisma sonuglari
pterjiyum patogenezinde en sik rastlanan virlisin HPV oldugunu gostermistir.
Arastirma sonuglari, pterjiyum 6rneklerinde en diisiik HPV prevelansinin Tiirk, Japon
ve Ekvador hastalarinda; en yiiksek prevelansin ise Italyan, Brezilya ve Ingiliz

hastalarinda oldugunu gostermektedir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016).
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HPV-18 ve HPV-16, goz kapaklarinin, lakrimal ¢ikis yolu ve konjonktivanin
malign tiimorlerinin yan1 sira papillomalarla iliskilidir. Bununla birlikte, pterjiyumda
HPV tutulumu ile ilgili tartismali bulgular mevcuttur. Bazi ¢aligmalarda pterjiyumda ve
makroskopik olarak normal konjonktiva 6rneklerinde HPV tespit edilirken digerlerinde
ise bu virus tespit edilememis ve HPV DNA'sinin pterjiyum ve limbal tiimorlerin
gelismesinde bir kofaktor olarak gerekli olmadigi sonucuna varilmistir (Detorakis ve
ark., 2000).

HSV-1 enfeksiyonu, ABD'de en yaygin goriilen enfektif korliik nedenidir. HSV,
insanlarda akut keratit, blefarit ve konjonktivite neden olabilir. Hem DNA
hibridizasyon teknikleri hem de viral kiiltiirler akut fazdan sonra HSV enfeksiyonunun
latent hale gelebildigini gostermistir. Baslangigta, HSV'nin varligi ndéronlarda tespit
edilmistir. “Skin trigger” teorisine gore, HSV, gangliyon hiicreleri tarafindan siirekli
salinir ve rahatsiz edici uyaranlardan sonra periferde aktiflestirilir. Bununla birlikte,
viriisiin ndronal olmayan hiicrelerde gizli kalabilecegine dair giiglii gostergeler de
bulunmaktadir. Deneysel kanitlara dayanarak, kronik gbéz kapagi, korneal ve
konjonktiva lezyonlarinda HSV bulunabilecegi Onerilmistir. Pterjiyumda HSV tespit
edilmesi bu virilisiin pterjiyum patogenezinde daha belirgin bir rolii olabilecegini
diistindiirmektedir (Detorakis ve ark., 2000).

HSV’nin hiicrelerde hem nokta mutasyonlara hem de daha yaygin genetik
degisikliklere neden olabilecegi kanitlanmistir. Ayrica, proto-onkogenlerin ifadesini
giiclendirerek veya p53'lin inaktivasyonu yoluyla kimyasal karsinojenlerin hareketini
artirabilir. HSV tarafindan indiiklenen hiicresel fenotipik degisikliklerin, viriisiin transle
olamayan DNA parcalar1 ile gerceklestirilebilmesi ilgingtir. Diger kanserojen

viriislerden farkli olarak, HSV tarafindan enfekte olan hiicreler viral genleri siirekli
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olarak ifade etmez, fakat vur-ka¢ hipotezi olarak adlandirilan viral saldirilardan
etkilenirler. (Detorakis ve ark., 2000).

Bazi pterjiyum olgularinda ise HSV ve HPV ile ortak enfeksiyon varlig: tespit
edilmistir. Ilging bir sekilde, HPV ve HSV'in eszamanli olarak saptanmasi,
postoperatif niiks ve konjonktivit oykiisii gibi klinik 6zelliklerle uyum gostermektedir
(Detorakis ve ark., 2000).

2.4. Pterjiyum Gelisimi ile Iliskili Molekiiler Mekanizmalar

Epigenetik faktorler, hiicre proliferasyon faktorleri, inflamatuar mediatorler,
bliyiime faktorleri, hiicre dis1 matris modiilatorleri, anjiogenik ve lenfanjiyogenik
faktorler, immiinolojik mekanizmalar, epitelyal mezenkimal gecis ve kolesterol
metabolizmasindaki degisiklikler gibi cesitli faktorler pterjiyum patogenezi ile

iligkilendirilmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3: Pterjiyum Gelisimi ile iliskili Molekiiler Mekanizmalar (Cardenas-Cantu

ve ark., 2016)
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2.4.1 Pterjiyumda Hiicre Proliferasyonu, Migrasyonu ve Angiyogenez

Saglikli yetiskin organizmada, yeni damarlarin gelisimi (anjiyogenez) yara
tyilesmesi sirasinda gozlenirken patolojik kosullarda ise anjiyogenez diizensizdir.
Ozellikle, tiimor anjiyogenezi sinirli timor bilyiimesinden metastaza gegisi destekler.
Maligniteye doniismiis hiicreler anjiyogenik faktorler iiretirler ve bu da sirasiyla
neovaskiilarizasyonun otokrin biiyiime kontroliini ve parakrin kontroliinii uyarir
(Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

Pterjiyum neoplastik benzeri bir biiylime bozuklugu olarak diisiiniilmesine
ragmen metastatik bir timor degildir. Ancak pterjiyum gelisiminde metastaza benzer bir
hiicre gocli ve lokal anjiyogenez esastir. Yapilan ¢aligmalarla ¢cogalan hiicre ¢ekirdegi
antijeni (PCNA) ve mutant p53 gibi hiicre gogalmasindan sorumlu genlerin pterjiyumda
anormal eksprese edildigi tespit edilmistir. Ayni zamanda hiicre proliferasyonunda
gorevli olan ve kanserde siirekli aktif formda tutulan MAP kinaz sinyal yolagi
tiyelerinin de (FGF2 ve c-Myc gibi) pterjiyumda anormal ekspresyonu séz konusudur
(Liu ve ark., 2013).

Biyolojik stireglert modiile etmek i¢in diger proteinlerle etkilesime giren dimerik
kalsiyum baglayic1 proteinler olan S100 protein ailesinin de pterjiyum patogenezinde
rolii olabilecegi diisiinlilmektedir. Okiiler yiizeyde, S100 proteinlerinin yapisal
proteinlere, transkripsiyon faktorlerine ve bagisiklik modiilatorlerine baglanmasi kornea
taban membranlar1 {izerindeki immiin hiicrelerin adhezyonunu ve migrasyonunu etkiler,
ve bu ayn1 zamanda immiin efektdrlerin veya antikor iiretiminin aktivasyonunun yani
sira MMP'lerin ve pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini de etkilemektedir (Cardenas-

Cantu ve ark., 2016).
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S100 proteinleri, hiicre gogii, proliferasyonu ve farklilagmasi gibi biyolojik
fonksiyonlar1 modiile etmek igin diger proteinlerle etkilesime giren kalsiyum ile aktive
olan sinyal proteinleridir. S100A6, S100A8 ve S100A9 gibi S100 proteinlerinin
konjonktivaya oranla pterjiyumda asir1 eksprese olmasi bu S100 proteinlerinin
pterjiyum gelisimi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (Liu ve ark., 2013).

15 pterjiyum numunesinden elde edilen cDNA kiitiiphanesinden olusan bir
caligmada, poliamin metabolizmasinda hiz simirlayici enzim olan N1-asetiltransferaz 1
(SAT1); MMP-9 aktivitesinin uyarilmasinda rol oynayan anneksin A2; ve hiicre
gociiniin kontroliinde yer alan S100A9 proteini ifadesinin artti@i bildirilmistir. Bu
calismada, immiinofloresans analiz, pterjiyum govdesinin 6n kenarmnda SATI ve
S100A9'un mevcut oldugu gosterilmistir (Hou ve ark., 2014). Ayrica baska bir
calismada ise S100A8 ve S100A9'un mikrodizileri kullanarak analiz edildiginde insan
pterjiyum numunelerinde bu proteinlerin ifadelerinin arttig1 tespit edilmistir. STO0AS ve
S100A9, pterjiyumlu goze ait gozyaslarinda daha yiiksek konsantrasyonlarda tespit
edilmistir. SIO0A8 ve S100A9, terminal epidermal farklilasma sirasinda kodlanan
keratin filamentlerine baglandigindan, bu proteinler i¢in pterjiyum gibi hiperproliferatif
okiiler ylizey hastaliklar1 sirasinda hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde islevsel
bir rol oynadiklari diisiiniilmektedir. (Cardenas-Cantu ve ark., 2016)

Pterjiyum dokusunda IL-4 transkripsiyonel olarak yiikselir ve hiicre dongiisii,
bag dokusu gelisimi, fonksiyonu ve hiicre morfolojisi agma bagli olan POSTN
(osteoblasta 6zgii faktor) indiiksiyonunu uyarabilir. Ancak IL-4’iin bu indiiksiyon
etkisinin MAP kinaz / ERK kinaz 1 inhibitorii tarafindan bastirilabilmesi MAP kinaz

yolaginin pterjiyum olusumunda rol oynadigini gosterir (Liu ve ark., 2013).
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Hiicre gog¢ii ve angiyonezle iliskili genler pterjiyum ile kontrol gruplar1 arasinda
farkli miktarlarda ifade edilirler. MMP-2, MMP-9, MMP-10 gibi matriks
metalloproteinazlar ve bunlarin aktivatorii LCN2, pterjiyum dokusunda yliksek oranda
ifade edilirken TIMPLl'in (TIMP metallopeptidaz inhibitori 1) ifade diizeyi
azalmaktadir. Ayrica angiogenezde gorevli bir gen olan VEGFA, pterjiyumda normal
konjonktiva dokusuna gore anlamli sekilde yiiksek oranda ifade edilir. Ayn1 zamanda
kan damarlarimin gerilemesi igin gelistirilen anti-anjiyogenik/anti-VEGF tedavisi ile
pterjiyum ilerlemesi geciktirilebilir. (Liu ve ark., 2013).

Inflamasyonun neovaskiilarizasyona ve pterjiyum biiyiimesine neden olabilecek
anjiyogenik yolaklar1 uyardig: bilinmektedir (Anguria ve ark., 2014; Céardenas-Cantt ve
ark., 2016). Pterjiyumda anjiyogenik uyarinin VEGF diizeylerinde yiikselme, disiik
trombospondin-1 diizeyleri (Tsp-1) ve substans P'de bir azalma ile iliskili oldugu
gorilmektedir ki bunlarin hepsi, dogrudan anjiyogenik aktiviteyi indiikleyen ETS-1
transkripsiyon faktoriinlin aktivitesini uyarmaktadir. VEGF, endotel hiicrelerinin daha
ileri hareket ve proliferasyonu icin gerekli bir siire¢ olan anjiyogenez sirasinda bazal
membranin bozunmasinin ilk basamaginda bir kemokin gorevi goriir, bdylece tiibiil
benzeri yapilar gelisir. Tsp-1, anti-anjiogenik faktor olarak gorev yapan ¢ok islevli
trombosit ve hiicre dis1 matris proteindir. Pterjiyumda Tsp-1 seviyesinin azalmasi,
anjiyogenez uyaricilarinin inhibe edilmis bir durumda tutmaktadir. VEGF ile birlikte
indiiklenebilir nitrik oksit sentazinin (iNOS) asir1 miktarda eksprese edildigi ve bunun
sonucunda nitrik oksitte bir artisa ve anjiyogenik uyarima yol actigir bilinmektedir.
Embriyogenez sirasinda vaskiiler pleksusun kompleks organizasyonunu olusturmak icin
gerekli olan protein ve onun tirozin kinaz tipi reseptor olan efrin-eph sisteminin okdiler

angiogeneze katildig1 tespit edilmistir. Ayrica, UV ile uyarilan timin dimerleri primer
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ve niiks pterjiyum patogenezinde angiogenez ile iliskilidir (Cardenas-Cantu ve ark.,
2016).

Son yillarda yapilan calismalarla pterjiyumda lenfanjiyogenez gelistigi de
gosterilmistir. Lenfatik damarlarin bollugu ile pterjiyumun siddeti arasinda bir iliski
oldugu bulunmustur. Tek tarafli nasal pterjiyumun siddeti farkli olan 96 hastanin dahil
edildigi bir ¢alismada, pterjiyum dokusunda kan mikrodamar yogunlugu ve lenfatik
mikrodamar yogunlugunun belirgin olarak arttig1 saptanmistir. Ayrica, cerrahi
orneklerde lenfatik mikrodamar yogunlugunun artmasi, pterjiyum niiksiinii
ongdrmektedir. Kan damarlari, daha fazla iltihap yaratan immiin efektor hiicreler icin
bir giris yolu saglar ve lenfatik damarlar antijenik materyalin okiiler yiizeyden bolgesel
lenf nodlarina ¢ikisin1 saglarlar. Boylece inflamasyon igin pozitif bir feed-back
olustururlar. Bu mekanizmalar pterjiyum baslamasindan ¢ok, hastaligin biiyiimesi ve
gelisimi ile ilgilidir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

ki-67 proteini, molekiiler seviyede iyi karakterize edilmis ve yaygin olarak bir
cogalma belirteci olarak kullanilmaktadir. Hiicre proliferasyonuyla iligkili bir protein
olan ki-67, hiicre dongiisiiniin tim aktif fazlari boyunca mevcutken Go fazinda
bulunmamasi onu biiylime fraksiyonunu belirlemek i¢in uygun bir belirteg yapar.
Proliferasyona ugramayan hiicrelerde pki-67 ekspresyonu giiclii sekilde azalmaktadir.
Sebastia ve ark tarafindan yapilan ¢alismada pterjiyum 6rneklerinde ki-67 ifadesinin
yiiksek olmasi pterjiyumda hiicre proliferasyonunda bir artis oldugunu gostermektedir
(Sebastia ve ark., 2013).

2.4.2. Epigenetik Faktorler
Pterjiyum, hiicre proliferasyonu, invazyon ve rezeksiyon sonrasi niiks 6zellikleri

ile kansere benzerlik gostermektedir. Proliferatif aktivite artis1 (ki-67, proliferasyon
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hiicre ¢ekirdegi antijeni (PCNA) ve eritropoietin), diisiik hiicresel apoptoz (Bcl-2 ve
p53) ve malignite (Hsp90) ile iliskili proteinler pterjiyumun epitelyal hiicre tabakasinda
asir1 eksprese olmaktadir. Bu proteinler farkli kanser tiplerinde, neoplastik kosullarda
artmakta ve bir tiimoriin proliferatif aktivitesinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir
(Cardenas-Cantt ve ark., 2016)

Gen ekspresyonunda meydana gelen epigenetik degisimler insan kanserlerinin
gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. Promotor bdlgedeki CpG adaciklarinda DNA hipo
ve hipermetilasyou kansere neden olmaktadir. Memelilerde DNA metilasyonu 6zellikle
CpG adaciklarinda goriilir ve bu diniikleotidler %60-90 oraninda modifiyedir.
Promotordaki bu modifikasyon, DNA’ya transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
engelleyerek transkripsiyonel baskilamaya neden olabilecegi gibi gen indiiksiyonundan
sorumlu faktorlere erismi engelleyen inhibitdr proteinlerin metile DNA ile etkilesime
girerek de gen baskilanmas1 meydana getirebilir (Riau ve ark., 2011).

DNA metilasyon modellerinde goriilen bu tip degisiklikler bir¢cok kanser tipinde
yaygin goriilen bir durumdur ve bu da pterjiyumu kansere yaklastirmaktadir. Matrix
remodelingi (MMP-2) ve hiicre adezyonu (TGM-2 ve CD24) ile ilgili genlerin anormal
DNA metilasyonu, pterjiyum ile yiiksek derecede iliskili siireglerdir (Cardenas-Cantl ve
ark., 2016). TGM2'nin promoter bolgesindeki hipermetilasyon, transkript ve protein
seviyelerinin azalmasina; MMP2'nin intergenik bolgeleri ve CD24'iin promotor
bolgesindeki hipometilasyon ise transkript ve protein seviyelerinin artmasina yol
acmaktadir. Bu genler hiicre dist matriks yeniden modellenmesinde ve hiicre
adezyonunda rol oynarken, bozulmalari ise pterjiyum gelisiminde etkili olabilir (Liu ve
ark., 2013; Li ve ark., 2016). Buna ek olarak, bir tiimor baskilayict gen olan pl16'nin

hipermetilasyonu, pterjiyumda DNA metil transferaz 3b’deki (DNMT3b) ifade artisi ile
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uyumludur. Bu epigenetik modifikasyonlar, pterjiyumun patogeneziyle ilgili onemli
genlerin kontrolsiiz ekspresyonuna veya baskilanmasina neden olabilecek DNA
mutasyonlara alternatiftir. UV radyasyonunun neden oldugu oksidatif stres, bu
anormal metilasyon kaliplarindan sorumlu olabilir, ancak heniiz boyle bir arastirma

yapilmamistir (Cardenas-Cantt ve ark., 2016)

2.4.3. Inflamatuar Mediatorler ve Biiyiime Faktirleri

Inflamasyon, pterjiyumun sik gériilen bulgularindan biridir ve bu durumun
gelismesi i¢in kronik inflamasyonun devamliligi gereklidir. Pterjiyum epiteline ve
matrikse gegen inflamatuar hiicreler arasinda nétrofiller, mast hiicreleri, lenfositler ve
plazma hiicreleri bulunmaktadir. Interldkin 1 (IL-1), 6 (IL-6) ve 8 (I1L-8) gibi ¢ok sayida
klasik inflamatuar faktoriin, pterjiyum Orneklerinde ifade diizeylerindeki artis,
pterjiyumda iltihapli infiltrat varligin1 agiklamaktadir (Zhou ve ark., 2016).

UV-B radyasyona bagl gelisen pterjiyumda interlokin 1 (IL-1), 6 (IL-6) ve 8
(IL-8) diizeylerinin yani sira timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) diizeyleri de
artmaktadir. Siklooksigenaz-2 (COX2), pterjiyum dokusunda asir1 ifade edilir ve
prostaglandin {iiretimi ve inflamatuar basamaklarin daha da giliglendirilmesinden
sorumludur. Inflamasyon ve hiicresel farklilasmada gorevli bir enzim olan fosfolipaz D
seviyesi de pterjiyum dokusunda artmaktadir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016). Reaktif
oksijen tiirleri, lipid metabolizmasinin artan {iriinleri olarak kendini gosteren hiicre zari
lipidlerini fosforile eder ve bu lipit {irlinlerinde prostaglandin E2 bulunmaktadir.
Oksitlenmis fosfolipidler, pro-inflamatuar olan siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimi ve
interlokin-8'in (IL-8) {iretimini uyarir (Sebastia ve ark., 2013).

IL-1, korneada IL-6 ve IL-8 dahil olmak iizere cesitli pro-inflamatuvar

sitokinlerin indiiksiyonuna aracilik etmektedir. Ayrica, IL-1'in (TNF-a ile baglantili
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olarak) kiiltiire PEC'lerde MMP-1, MMP-2 ve doku MMP inhibitorleri (TIMP)-1
transkripsiyonunu indiiklemektedir. Pterjiyumda benzer bir prosediirin meydana
gelebilecegi ve IL-1'in inflamasyonu siddetlendirdigi ve yukarida belirtilen faktorlerin
indiiksiyonu yoluyla pterjiyumda ECM yeniden sekillenmesine katkida bulunabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu sitokin, inflamasyona ugramis korneada spesifik kemokinlerin
upregiilasyonu yoluyla nétrofil alimina katildigindan, IL-6'nin pterjiyumda nétrofillerin
birikiminden sorumlu olabilecegi hipotezini desteklemektedir. Ayrica, IL-6'nin ¢esitli
hiicre hatlarinda vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ekspresyonunu
indiiklediginden IL-6'nin pterjiyum dokusunun anjiyogenezisine dolayli olarak katkida
bulunmasi da olasidir. IL-8, lenfositler ve diger spesifik olmayan inflamatuar hiicreler
tizerinde kemotaktik aktivite gosterdigi ve notrofilleri aktive ettigi igin IL-8'in anormal
ekspresyonu pterjiyum dokusunda 16kosit infiltrasyonu ve nétrofil birikiminde belirgin
artis ile iliskilendirilebilir. Ayrica IL-8 anjiogenezi de uyarmaktadir. Tiim bu bulgulara
ragmen IL-1, IL6 ve IL-8’in pterjiyum gelisimindeki rolleri tam olarak kesinlik
kazanmamustir (Zhou ve ark., 2016).

UV radyasyonunun insan kornea hiicreleri ve HeLa hiicrelerinde IL-1 iiretimini
indiiklemesi, pterjiyum epitelinde IL-1'in ifade artisinin altinda yatan bir mekanizma
oldugunu diisiindiirmektedir. Di Girolamo ve arkadaslari, IL-6 ve IL- 8'in mMRNA ve
protein diizeylerinin UV-B radyasyonunu takiben PEC'lerde zamana ve doza baglh bir
sekilde indiiklendigini gostermislerdir. Ayrica, ERK 1/2, JNK ve p38 sinyal yolaklar1
kiiltiire PEC'lerde UV-B'nin neden oldugu IL-6 ve IL-8'in iiretilmesinden sorumludur.
Bunun disinda, TNF-o promotoru, niikleer faktor-xB (NF-xB) i¢in baglanma bolgeleri
igerir. UV radyasyonunun NF-kB'yi aktive ettigi ve NF-kB'nin pterjiyumda aktive

oldugu goz Oniine alindiginda, TNF-a'nin pterjiyumda UV radyasyonla uyarilabilecegi
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olasidir (Di Girolamo ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2016). Pterjiyum ve saglikli
konjonktiva dokusundan cekirdek ekstraktlar1 ile yapilan bir ¢alismada, bir NF-xB
proteini olan RelA ve p50 seviyelerinin pterjiyumda yiiksek oldugu ve ayni ¢alismada
primer pterjiyum fibroblastlari TNF-o ile uyarildiginda RelA'nin (p65) cekirdege 30
dakika sonra ve RelBmin 24 saat sonra translokasyonu gozlenmistir. Bu bulgular
gostermistir ki, NF-kB'nin kanonik ve nonkanonik yollar1 (sirasiyla akut ve gecikmis
inflamatuar siireglerle ilgili) pterjiyumda aktiftir. Inflamatuvar hiicrelerin pterjiyum
dokusuna alinmasi, hiicrelerin hareketliligini ve invazivliginin arttirilmasi, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik genlerin ve hiicre dongiisii proteinlerinin sentezlenmesi gibi
cesitli biyolojik etkilerde rol oynayabilir. Bu yolla pterjiyum patogenezine katkida
bulunur (Cardenas-Cantti ve ark., 2016). inflamasyon sonucu aktive olan transforme
edici biiytime faktorii-beta (TGF-f ) fibroblastlar1 kollajen sentezlemeye tesvik eder.
Kolajen rastgele birikerek (fibrozis), dokularin opak hale gelmesine neden olur. TGF-
ayni zamanda MMP’leri inhibe eder. MMP'lerin inhibisyonu kolajenolizi azaltma
egilimi gosterir, ancak kolajen dejenerasyonu pterjiyumu karakterize eder. Kollajen
dejenerasyonu, ROS'un neden olabilecegi uzamis kolajenolizin bir isaretidir. Yapilan
baz1 caligmalarda, pterjiyum fibroblastlarindaki MMP'leri saptanamamis olmasina
ragmen, cesitli ¢alismalarda ise MMP ekspresyonu bildirilmistir; bu da, pterjiyumda
kollajen dejenerasyonunun MMP'lere bagli oldugunu diisiindiirmektedir (Anguria ve
ark., 2014).

Pterjiyum olusumunda karakteristik olan hiicre ¢ogalmasi nedeniyle genis bir
dizi biiylime faktorii incelenmistir. Bu faktdrler ve patojenik rolleri tablo 2.1°de

verilmistir.
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Tablo 2.1: Biiyiime Faktorleri ve Pterjiyum Patogenezindeki Rolleri (Cardenas-Canta

ve ark., 2016).

Biiyiime Faktorti | Bulunan Anormallik Patogenezde Rolii

bFGF UVB radyasyon sonrasi ifade artist Hiicre proliferasyonunu artirir

PDGF Asirt ifade diizeyi Hiicre proliferasyonunu artirir

TGF-b Asirt ifade diizeyi Hiicre  proliferasyonunu  ve
inflamasyonu artirir

HB-EGF UV-B radyasyon sonrasi ifade artisi Hiicre migrasyonunu artirir

PEDF Ifade azalmasi Angiogenezi artirir

VEGF UV-B radyasyon sonrasi ifade artis1 Angiogenezi artirir

IGFBP-2 Asiri ifade diizeyi Hiicre proliferasyonunu artirir

Stem cell factor | Asir1 ifade diizeyi Angiogenezi artirir

CTGF Asirt ifade diizeyi Bag doku yeniden
sekillenmesini artirir

Biiylime faktorleri pterjiyumda; hiicre proliferasyonunda, inflamasyonda, bag
dokusu yeniden bicimlemesinde ve anjiyogenezde Onemli rol oynamaktadir. Kiiltiir
ortaminda pterjiyumda biiyiime faktorleri {izerine yapilan bir arastirmada, aktif primer
ve niiks pterjiyum fibroblastlarinin trombosit tiirevi biiylime faktorii (PDGF) ve bazik
fibroblast biiyiime faktorii (b-FGF) ile giiglii bir sekilde iliskili oldugu gosterilmistir
(Sebastia ve ark., 2013).

Pterjiyumda hiicre gogii Heparin baglayici epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF)
ile indiiklenmektedir. Temel fibroblast biiylime faktérii (bFGF), vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) ve HB-EGF, UV-B radyasyonu takiben hiicre i¢i miktarlari
artmaktadir. COX2 ile birlikte VEGF, pterjiyum makrofajlarinda bulunur ve bunun da
anjiogenezde, kollajen birikiminde ve muhtemelen pterjiyum biiylimesinde rol oynadigi

diisiiniilmektedir. Pteryjiyumda pigment epiteli tliretilmis faktorde (PEDF) bir azalma
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ve insiilin benzeri biiylime faktorii baglama proteini-2'de (IGFBP-2) bir artis
gozlenmistir. PEDF'deki bu azalma, anjiyogenik bir inhibitér oldugu i¢in anjiyogeneze
neden olabilir. Kok hiicre faktorii olan trombosit tiirevli biiyiime faktorii (PDGF), bag
dokusu biiytime faktoérii (CTGF) ve transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-b)
ekspresyon seviyelerinde artis ise pterjiyumda kesinlestirilmistir. (Cardenas-Cant ve
ark., 2016).

Bu inflamatuar mediatorlerin tiimii pterjiyum olusumunun birincil nedeni
olmaktan ziyade gelisiminin bir sonucudur; ancak bunlar hastaligin idame ettirilmesinde
onemlidirler ve bu nedenle patojenik faktorler olarak diisiiniilebilirler (Cardenas-Cantti
ve ark., 2016).

2.4.4. Immiinolojik Mekanizmalar

Tam olarak anlasilmamis olsa da, bagisiklik sisteminin pterjiyum gelisiminde
hem patogenezinde hem de olusumunun bir sonucu olarak dogrudan iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Vaskiiler hiicresel adezyon molekiili-1 (VCAM-1), hiicre i¢i adezyon
molekiilii-1 (ICAM-1) ve insan 16kosit antijeni-DR (HLA-DR) dahil olmak iizere
immiinolojik aktivite gostergeleri pterjiyumda artmaktadir. Ayn1 zamanda E-kaderin ve
b-katenin'in up-regiilasyonu da gozlenmistir. Pterjiyumda mast hiicreleri, lenfositler,
plazma hiicreleri, dendritik hiicreler ve CD4 + ve CD8 + T hiicrelerinde bir artis da
tespit edilmistir. Inflamatuar siirecin yogunlugu antijen seviyelerine bagli olarak
degistigi icin, makrofaj tipi hiicreler pterjiyum dokusunda diizensiz dagilmistir. Bu
immiin hiicre infiltrasyonu subepitelyal ve epiteli kaplayan erozyona ugramis oldugu
bolgelerde daha fazla bulunmasi inflamatuar siirecin hiicre proliferasyonundan,
anjiyogenez siirecinden veya pterjiyumun niiksiinden sorumlu  olmadigimni

disiindiirmektedir (Detorakis ve ark., 2000; Cardenas-Cantu ve ark., 2016).
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2.4.5. Ekstraselliiler Matriks Modiilatorleri

Ekstraselliiler matriks modiilasyonunda diizensizlik pterjiyum olusumu ile
iliskilendirilmis bir durumdur ve bu hastaligin kilit bir 6zelligi olarak kabul edilir.
(Sebastia ve ark., 2013).

Ekstraselliiler matriks yeniden sekillenmesi, esasen farkli proteinazlarin etkisiyle
saglanir; bunlar arasinda MMP'ler daha ayrintili incelenmistir. Pterjiyumda MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-7 ve MMP-9 da dahil olmak iizere bircok MMP'nin ifade
diizeyleri, ozellikle migrasyon ve proliferasyonun asil noktasi olan bas kisminda
artmaktadir. Ekstraseliiler matriks yeniden sekillenmeyi giiclendiren transglutaminaz-2
(TGM2) ve MMP2’nin anormal DNA metilasyonuna sahip olmasi, pterjiyum
patogenezinin esansiyel ekstraseliiler matris genlerinin metilasyon durumuyla iliskili
olabilecegini diisiindlirmektedir. MMP inhibtorlerinin (TIMPs) pterjiyumda ifade
diizeyleri artar, yiiksek MMP seviyeleri ile birlikte, bu proteinler pterjiyumu karakterize
eden infiltrasyonda ve artmis matriks turnoverinda aktif katilimcilar olabilir. Bu
proteinazlarin ve bunlarin inhibitorlerinin ekspresyon seviyelerinin, pterjiyum olusum
ve gelisim hizina aracilik edebilecegi diisiiniilmektedir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016).
2.4.6. Epitelyal-Mezenkimal Gegis

Epitelyal Mezenkimal gegis (EMT), epitel hiicrelerin farkli durum ve uyarilar
sonucunda epitelyal ozelliklerini kaybederek mezenkimal 6zellikler kazanmalari
durumudur. Bu siire¢ birgok morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler sonucu meydana
gelir. EMT embriyonik gelisim, yara iyilesmesi ve timor hiicresinin migrasyonunda
goriilen bir mekanizmadir. Embriyonik gelisim siiresinde epitel hiicreleri organizmanin
farkli kisimlarina go¢ ederek morfogenez sirasinda farkli dokulari olugturmak iizere

farklilasirken, 6zellikle timoér hiicresinde ise metastaz olusturma mekanizmasinda yer
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almaktadir (Vatansever, 2016). EMT, kanser hiicrelerinde goriilen ortak bir 6zelliktir.
Pterjiyum dokusunda yapilan bir ¢alismada, ana EMT uyaricis1 olan doku faktorii
(TF)’nin aktif oldugu ve Ozellikle ekspresyonunu bazal, suprabazal ve yiizeyel epitel
hiicrelerinin sitoplazmasinda daha yiliksek diizeylerde oldugu saptanmistir. Ayrica,
klasik bir EMT isareti olan a—SMA'min protein ekspresyonu, pterjiyum epitel
hiicrelerinde tespit edilmistir. Bu sonuglar, epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere
donistiiglinii gostermektedir. E-kaderin'in downregiilasyonu ve hiicre-hiicre yapismasini
diizenleyen P-kateninin hiicre i¢i birikimi pterjiyum epitelinde tespit edilmistir. E-
kaderin'in down-regiilasyonu EMT sirasinda 6nemli bir son yolaktir, kanonik -katenin
sinyal yolagi, gelisimde EMT'yi harekete geciren ve siklikla kanserde aktive olan
gerekli bir bilesendir. S100A4, kemik morfogenetik protein 7, heterojen niikleer
riboniikleoprotein A/B (hnRNP), alanin-glikozilat aminotransferaz 2’yi igeren EMT ile
iligkili genlerin pterjiyum doku Orneklerinde eksprese olmaktadir. Yakin tarihli bir
calismada EMT'nin miRNA diizenleyicilerinin pterjiyumda diferansiyel ekspresyonu da
gosterilmistir. Mezenkimal belirteg fibronektinin artisinin yani sira EMT'yi inhibe eden
ve kanserde migrasyon ve istilay1 arttiran miR-200 ailesinden dort liyenin down-
regillayonu  ise EMT’nin  potansiyel olarak pterjiyum  patogenezinde rol
oynayabilecegini ve terapOtik bir hedef olusturabilecegi goriisiinii desteklemektedir

(Céardenas-Cantu ve ark., 2016).

2.4.7. Kolesterol Metabolizmas: Degisiklikleri

Pterjiyum kaynakli fibroblastlarda kolesterol metabolizmasi aktivitesinde bir
artis olmaktadir. Buna ek olarak, pterjiyum fibroblastlarinda Hidroksil-metilglutaril-
koenzim-A-rediiktaz (kolesterol biyosentezinin hiz smirlayict enzimi) ve disiik

yogunluklu lipoprotein reseptoriiniin (kolesterol agisindan zengin lipoproteinleri igine
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alan) mRNA seviyeleri de artmaktadir. Kolesterol metabolizmasini degistiren ilaglar
olan Everolimus ve pioglitazonun, pterjiyum fibroblast proliferasyonunu azalttigi
gosterilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 kolesterol ester metabolizmasinin modiilasyonu
ile pterjiyum proliferasyonunun Onlenmesinde topikal ilaglarin  kullanimini

onermektedir (Cardenas-Cantu ve ark., 2016)

2.5. Pterjiyumda DNA Tamiri

Oksidatif DNA hasarina neden olan UV radyasyonun pterjiyum patogenezinde
major faktdr oldugu bilinmektedir. DNA tamirinde p53 ¢ok 6nemli oldugundan bu
yolagin asagi yon bilesenlerinin de anormal ifadesi s6z konusudur (Sekil 2.4). Basta
MRN kompleksinin tiyeleri (RAD 50 ve RAD 51) ile iki RAD 51 paralogu ( XRCC2 ve
XRCC3) olmak iizere ¢ift zincir DNA kirik tamirinde gorevli genlerin ekspresyonunda
pterjiyum ve kontrol grubu arasinda farklilik oldugu bildirilmistir. RADS0 proteinin
artmis ekspresyonu normal konjonktiva dokusuna oranla pterjiyum dokusunda fazladir

(Liu ve ark., 2013).

PLK1 I

f XRCC2 XRCC3

&« |

i H UV Radyasyon

| BPDE benzeri DNA eklentisi |

‘| CYP1A1 Polimorfizmi |

Sekil 2.4: Pterjiyumda DNA Tamiri (Liu ve ark., 2013).
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RADSO0 ¢ift zincir DNA kiriklarinin hizli bir sekilde onarilmasina katki saglar.
Pterjiyum dokusunda RADS50 proteinin artmis ekspresyonu rekombinasyonel DNA
tamir mekanizmasinin pterjiyumda aktive olabilecegini diisiindiirmektedir. RADS51,
XCRR2 ve XCRR3 gen ekspresyonlart ailesel pterjiyum niiks Oykiisii olan hastalarin
periferal kan lenfositlerinde artar. RADS51 aktivitesini diizenleyen PLK-1 (polo benzeri
kinaz) ekspresyonu da pterjiyumda artmaktadir. Bu kanitlar, pterjiyum patogenezi ile
¢ift zincir DNA tamir sistemi arasinda 6nemli bir baglant1 olabilecegini gostermektedir.

(Liu ve ark., 2013).

2.6. Pterjiyumda Apoptoz ve Apoptozla iliskili Genlerin ifade Diizeyleri

Programlanmis hiicre 6liimii olarak da adlandirilan apoptoz temelinde genetik
mekanizma olan bir hiicre intihar seklidir. Hem fizyolojik hem de patolojik olarak
istenmeyen, hasar goérmiis ya da potansiyel olarak neoplastik hiicrelerin
uzaklastirllmasinda bagvurulan bir yoldur. Apoptozda gozlenen tipik morfolojik
degisimler; hiicre kiiclilmesi, niikleer kromatinin yogunlagsmasi, niikleusun
fragmantasyonu ve DNA’nin interniikleozomal alanda ayrilmasidir (Ozeg¢ ve ark.,
2008).

Hiicresel homeostazin devamliligi hiicresel c¢ogalma ve hiicresel apoptoz
arasindaki siki diizenleme ile saglanmaktadir. Yapilan bazi calismalarda, pterjiyum ve
normal konjonktiva dokulari arasinda benzer hiicre proliferasyon modellerinin
gosterilmesi, pterjiyumun hiicresel proliferasyonda bir degisiklikten ziyade bunun
hiicresel apoptoz basarisizlifindan kaynaklanmasi olasiligini da giindeme getirmistir.
Bu olasilig1 arastirmak igin, Tan ve ark. tarafindan apoptozun diizenlenmesinde rol
aldig1 bilinen genlerin ifade modelleri i¢in pterjiyum 6rneklerinde apoptotik hiicreler

incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada pterjiyum ve kontrol dokularinda p53, bcl-2 ve bax
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gen ifade diizeyleri arastirilmistir. Buna gore; pterjiyum dokularinda p53, bax ve ayni
zamanda anti-apoptotik bir protein olan bcl-2’nin 6nemli seviyelerde ifade edildigi
gosterilmistir. Buna karsilik, normal konjonktival o6rneklerinin higbirinde bcl-2
ekspresyonu tespit edilememis ancak artmis bax ekspresyonu gozlenmistir. Bu sonuglar,
pteryjiyum gelisiminin, konjonktivada meydana gelen normal apoptoz siirecinin
bozulmasinin bir sonucu oldugu bir modelini desteklemektedir (Tan ve ark., 2000).

Apoptozda gorevli bir protein olan p53; hiicre dongiisiiniin engellenmesi, DNA
hasarinin giderilmesi ve apoptozun uyarilmasinda rol oynar. DNA’da bir hasar meydana
geldiginde p53 protein iirlinii ortamda birikir ve dncelikle hiicre siklusunu G-1 fazinda
durdurup hiicrenin tamiri i¢in zaman saglar. Ancak hasar tamir edilemezse, p53 hiicreyi
apoptoza siiriikkler. Bunu Bax’1 indiikleyip Bcl-2’yi bloke ederek gerceklestirir.

Pterjiyum fibroblastlari, heterozigotluk kaybi ve mikrosatellit instabilitesini
iceren transforme hiicre 6zelliklerini gosterir. Benzer sekilde, kiiltlire pterjiyum epiteli,
normal konjonktival epitel hiicreleriyle karsilastirildiginda yaslanmanin daha uzun
sirdiigii transforme bir hiicrenin karakteristik 6zelliklerini de gostermektedir. UV’ye
maruz kalan kornea epiteli apoptoza ugrayarak kornea ylizeyinden dokiiliirken,
pterjiyum epiteli ise UV ile indiiklenen apoptoza direnglidir ve pterjiyum epiteli,
konjonktivaya kiyasla daha az apoptoz sergilemektedir (Girolamo ve ark., 2014). Bu
durum pterjiyum epitelinde anti-apoptotik protein bcl-2 bulunurken hem konjonktiva
hem de pterjiyum epitelinde pro-apoptotik protein bax’in varhigi ile agiklanabilir
(Girolamo ve ark., 2014; Cardenas-Cantu ve ark., 2016).

Ayrica UV-B maruziyetinin neden oldugu oksidatif stres, bir antiapoptotik

protein olan survivinin ekspresyonunu indiiklemektedir. (Cardenas-Cantt ve ark., 2016)



37

Bunlarin disinda, COX-2 (siklooksigenaz-2) ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii eksprese eden makrofajlar, pterjiyum patogeneziyle iliskili olabilir. Primer
pterjiyum ile Cox2 ve survivin arasinda anlamli bir iligkinin bulunmasi pterjiyumun
anti-apoptotik bir mekanizma yoluyla ortaya ¢ikabilecegini diisiindiirmektedir (Liu ve
ark., 2013).

2.7. Pterjiyumda Hsp 90

Pterjiyum, hafif displaziden karsinomaya ve lokal invaziviteye kadar
degisen timor benzeri bir¢cok Ozellik gostermektedir. Epiteldeki HSP'ler epitel hiicre
biitiinliigliniin gézlemlenmesinde 6nemli olabilir ve stres ajaninin neden oldugu epitel
hiicrelerinin transformasyonuna kars1 ilk savunma hattini temsil edebilir. Sebastia ve ark
tarafindan 15 primer pterjiyum ve 10 normal konjonktiva dokusunda yaptiklari bir
calismada hsp90 ve ki-67 agisindan pozitif hiicre miktariin pterjiyum dokusunda
anlamli olarak fazla oldugu bildirilmistir (Sebastia ve ark., 2013).

Hsp90 (heat shock protein 90) molekiiler bir koruyucudir ve 1s1 soku proteinleri
yiiksek sicakliklara maruz kalan hiicreleri korur. Okaryotlarda canlilik igin gerekli olan,
bol miktarda bulunan ve oldukc¢a korunmus bir molekiildiir. Hsp90'nin, stres altinda
olmayan hiicrelerdeki toplam ¢6ziinebilir sitosolik proteinin %1'ini olusturmakta ve onu
en bol proteinlerden biri haline getirmektedir. Hsp90, acilmis proteinlerin bir araya
toplanmasin1  Onleyerek protein katlanmasim1  diizenler. Ayni zamanda, timor
biliylimesinde rol oynayan bir takim proteinleri de dengelemektedir. Kanserli hiicreler,
EGFR gibi biiyiime faktorii reseptorleri de dahil olmak iizere bir takim proteinleri asiri
miktarda eksprese eder. Bu biiylime faktorii reseptor yolaklarinin asir1 ekspresyon veya
yapisal aktivasyon ile diizensizlestirilmesi, bu biiyiime faktoriiniin diizeninin bozulmasi,

anjiyogenez ve metastaz dahil olmak iizere timor prosesini igerebilir ve birgok insan
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malignitelerinde kotii prognoza neden olur. Hsp90'nin inhibisyonu, PI3K/AKT sinyal
yolunun ve biiylime faktorii sinyalinin genel olarak inhibisyonu yoluyla apoptozu
indiikleyebilir. Hiicre stresiyle indiiklenen 1s1 soku proteinleri genis bir tiimor araliginda
yiiksek seviyelerde ifade edilir ve kotii prognoz ve tedaviye direng ile yakindan
iliskilidir. HSP'lerin tiimor hiicrelerinde artmis transkripsiyonu, p53 fonksiyonunun
kaybedilmesi ve proto-onkogenler HER2 ve c-Myc'nin daha yiiksek ekspresyonundan
kaynaklanir ve tiimdrogenez i¢in Onemlidir. HSP aile lyeleri hem 06zerk hiicre
cogalmasin tesvik ederek hem de 6liim yolaklarini inhibe ederek tiimor biiylimesinde
onemli rol oynar. HSP'ler bu nedenle rasyonel anti-kanser ila¢ tasarimi igin hedefler
haline gelmistir (Sebastia ve ark., 2013). Hsp90 ayrica vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) ve endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS) indiiksiyonu i¢in gereklidir
(Sebastia ve ark., 2013; Cardenas-Cantt ve ark., 2016). Molekiiler saperon Hsp90 ile
protein-protein etkilesimleri ve protein kinaz Akt tarafindan serin 1179 {izerinde
fosforilasyon, endotelyal nitrik oksit sentazin aktivasyonuna yol acar. Sebastia ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢aligmada kontrole kiyasla tiim pterjiyum dokularinda Hsp90’1n
asirt eksprese oldugu bulunmustur. Ayni faktorler pterjiyumda oldugu gibi bazi
tiimorlerin patogenezinde de etkilidir. Hsp90'in bu faktorlerin ¢ogunu tiimorlerde
stabilize ettigi bilinmektedir. Hsp90, stres cevabinda ve normal homeostatik kontrol
mekanizmalarinda yer alan bir proteindir. Tiimor hiicreleri malignitelerini korumak i¢in
normal hiicrelere gore daha yiliksek Hsp90 aktivitesi gerektirir, bu nedenle Hsp90
pterjiyum tedavi gelisiminde umut vaad eden bir hedeftir. Hsp90 inhibitorlerinin
arastirilmasi biiyiik 6nem tasimakta ve yeni bir terapitik modaliteyi temsil edebilecegi

diisiiniilmektedir (Sebastia ve ark., 2013).
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2.8. Pterjiyumda Heterozigotluk Kaybi ve Mikrosatellit Instabilite

Pterjiyum gelisiminde ¢evresel faktorler disinda ultraviyole radyasyon
maruziyeti altinda onkogen aktivasyonu, biiylime faktorlerinin anormal ifadesi ve
herpes viriislerin mevcudiyeti gibi bir¢ok molekiiler degisikligin énemli bir rolii oldugu
kabul edilmistir. Bu molekiiler degisiklikler, pterjiyumun neoplazi ile benzerlik
gostermesi ve boylece neoplastik bir benign lezyon olarak diisiiniilmesine yol agmustir.
Yeni tiimor baskilayici genlerin (TSG'lerin) tanimlanmasi, kanser gelisiminin molekiiler
yolagi hakkinda bilgi saglar. TSG'lerin inaktivasyonu, ¢ok asamali karsinogenezde
kritik bir rol oynamaktadir (Spandidos ve ark., 1997). TSG’ler genellikle bir allelde
genetik materyalin kayb1 yoluyla veya mutasyonlarla inaktive edilir. Eger normal allel
kaybolursa (LOH) bir tiimér potansiyel olarak gelisebilir (Detorakis ve ark., 1998).
Ayrica, neoplastik hiicrelerin bir 06zelligi de, yliksek mutasyon hizin1 gosteren
mikrosatellit instabilitesidir. Mikrosatellite instabilitesi (MI) hemen hemen tiim insan
timorlerinde oldugu kadar norodejeneratif hastaliklarda, insan aterosklerotik
plaklarinda ve spontan olarak birakilmis embriyonik dokularda tespit edilmistir.
Spandidos ve ark. yaptiklari caliagsmada pterjiyum mikrosatellit DNA'sindaki iki genetik
degisikligi tantmlamislardir: 6rneklerin %353'"linii etkileyen TSG’ler in varligin1 gésteren
heterozigotluk kaybi ve olgularin %13'iini etkileyen yiiksek bir mutasyona karsilik
gelen mikrosatellit instabilitesi. Mikrosatellit instabilitesi hemen hemen tiim insan
timorlerinde tespit edilmesi bu hastaligin neoplastik benign lezyonlar olarak
diistiniilmesi  goriisiinii  kuvvetlendirmistir. Spandidos ve ark tarafindan yapilan
caligmada pterjiyum hiicrelerinde yiiksek heterozigotluk kaybi insidansinin tespit

edilmesi pterjiyumu neoplastik lezyonlara yaklastirmaktadir (Spandidos ve ark., 1997).
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Timor hiicrelerinde veya malign hastaliga ilerleyen premalign hiicrelerde
gerceklesen bir bagka durum ise LOH’tur. Bu pterjiyumda transforme hiicrelerin
olustugunun bir gostergesidir. Son yillardaki ¢alismalarla pterjiyal fibroblastlarin
transforme fenotip Ozelliklerinin ¢ogunu kazandigi teorisi desteklenmektedir.
Knudson'un ‘cift vurus hipotezine' gére, LOH fenomeni, hastaliga karisan timor
baskilayici genlerin varligr ile koreledir. 17q11.2-q21°de LOH 6nemli bir insidansinin
tespit edilmesi, pterjiyumun gelisimi i¢in 6nemli TSG'lerin bu kromozomal bdolge
lizerine  yerlesebilecegini  diisiindliirmektedir.  17q'deki  delesyonlar,  ¢esitli
neoplazmalarda sik goriiliir. 17q'daki aday TSG’lerdeki degisikliklerden etkilenen insan
kanserlerinin genis spektrumu, bu genlerin neoplazi gelisiminde ©6nemli bir rol
oynadigini diisiindiirmektedir (Spandidos ve ark., 1997).

Mikrosatellit markirlar kullanarak pterjiyumda LOH’un yiiksek insidansi
ozellikle 9p, 9q ve 17q bolgelerinde oldugu bildirilmistir. Cift vurus hipotezine gore
LOH, TSG'lerin varligina iliskin énemli bir markirdir. 9p, 9q ve 17q kromozomal
alanlarda gogiis, akciger, yemek borusu, bobrek, mesane, deri ve kan gibi ¢esitli
organlarda neoplastik lezyonlarin siklikla LOH gdstermesi, pl6 ve p53 gibi aday
TSG’lerin buraya lokalize olmasi gerce§ine ragmen neoplazi gelisiminde universal bir
rol oynamasi ile uyumludur (Detorakis ve ark., 2000).

LOH, iist goz kapagindan Giines radyasyonundan korunan bolgelerden ¢ikarilan
fenotipik olarak normal konjonktival dokuda tespit edilememesi, genetik degisimlerin
giines 1518ina maruz kalma siddeti ile iliskili olabilecegini gosterir. Ayrica 9q
bolgesindeki LOH insidansi ile niiksiin pterjiyumla uyumlu oldugunun bunmasi, belki
de bu alandaki LOH'un niiks acisindan prognostik bir belirte¢ olarak yararh

olabilecegini diistindiiriir (Detorakis ve ark., 2000).
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Timor ve periferik kan numunelerindeki mikrosatellit belirteclerinin
karsilagtirmali degerlendirmesi ile timoér dokusunda coklu allellerin varligin1 ortaya
cikarabilir, bu, mikrosatellit instabilitesi olarak da bilinir. MI'nin, onkogenezdeki
mutator yolaginin bir gostergesi oldugu bu hatalarin dogru replikasyonunda veya
replikasyon sonrasi diizeltmelerdeki bir kusurun onkogenleri veya TSG’leri (ras, pS3 ya
da Rb gibi) destabilize edebilecegi ve daha sonra kanser gelisimine yol agabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Ancak pteryjiyumda MI insidansinin LOH insidansina kiyasla oldukga
diisiik olmasi, 'baskilayict' yolagin (LOH) pterjiyum patogenezinde oldukca aktif
oldugunu 'mutator' yolagin ise (MI) 6nemli bir rol oynamayabilecegini gosterir

(Detorakis ve ark., 2000).

2.9. WWOX Geni

WOX1 veya FOR (WW domaini iceren oksidorediiktaz) olarak da bilinen
WWOX, tiimor baskilayict bir gendir. WW domaini iceren oksidorediiktaz geni
(WWOX), yaklasik 1.1 mb’lik genomik bir boélgeyi kaplar ve 16q23.3—q24.1°te
yerlesiktir. Bu bolge insanlarda en yaygin ikinci frajil bolge olan FRA16D'yi
kapsamaktadir. Yiiksek oranda translokasyon, hemizigot ve homozigot delesyonlar,
artmis kardes kromatit degisimi gibi degisikliklerin gézlendigi DNA hasarina oldukga
duyarl olan FRA16D; gbgiis, yumurtalik, prostat, akciger, 6zofagus, gastrik, pankreas
ve karaciger kanserleri gibi ¢cok sayida kanserle iligkilidir (Baryla ve ark., 2015).

Normal dokuda, WWOX iiriinii, 1245 bg'lik agik okuma gergevesini kodlayan
dokuz ekson ve en uzun intronu 779 639 baz cifti (bg) olan 8 intron igerir (Mare ve ark.,
2009; Guo ve ark., 2013a). Ancak bir¢ok tiimorde, genellikle normal dokularda
bulunmayan WWOX geninin yedi farkli izoformu eksprese olmaktadir (Mare ve ark.,

2009). Bu varyantlar, WWOX mRNA'sinda 5. 6. 7. 8. ve 9. ekzonlarda meydana gelen
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cesitli delesyonlarla ortaya ¢ikmaktadir (Chang ve ark., 2007; Baryla ve ark., 2015).
WW domaininde herhangi bir delesyon olduk¢a nadir goriiliir (Lo ve ark., 2015).
WWOX transkriptleri (varyantlar 1-8), N-terminal WW alanlar1 ortak, ancak C
terminalinde farkli olan proteinleri kodlamaktadir (Yang ve Zhang; 2008). WWOX
iireme, endokrin ve ekzokrin organlarin sekretuvar epitel hiicreleri ve liriner sistemin
belirli boliimlerinde bulunan duktal epitel hiicrelerinin yan1 sira, merkezi sinir sistemi
boyunca noronal cisimlerde, ependimal hiicreler, astrositler ve serebellumun purkinje
tabakas1 da dahil olmak {izere yiiksek oranda eksprese edilirken en yiiksek ekspresyon
seviyesine tiroid, beyin, (Aldaz ve ark., 2014), hormonlarla diizenlenen testis,
yumurtalik ve prostatta ulagsmaktadir (Qu ve ark., 2013). Buna karsilik WWOX ifadesi,
yag, bag ve lenfoid dokularda, myelinize yapilarda ve kan damarlarinda saptanmamistir
(Yang ve Zhang; 2008). Yapilan ¢ok sayida caligma; gogiis, yumurtalik, gastrik,
karaciger, akciger, tiroid, pankreas gibi c¢oklu neoplazilerde WWOX protein
ekspresyonunun kaybedildigini géstermistir. Ayrica Meme kanseri, yumurtalik kanseri,
kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri gibi gesitli kanserlerde, WWOX ekspresyonunun
azalmasi, kotii prognoz ve sonug ile de iligskilendirilmistir. WWOX ekspresyonunun
kaybolmasina yol acan en 6nemli mekanizma, kromozomal delesyonlar ve yeniden
diizenlemeler yoluyla genetik kayiplarin yani sira promotor hipermetilasyonu ile
epigenetik susturmay1 igcermektedir. WWOX ayrica poliiibiqutinasyon ve ardindan
proteozomal bozulma yoluyla da inaktive edilebilir. Bu inaktivasyon i¢in ACK1 (aktive
tirozin kinaz 1) Y287°de WWOX’u fosforiller ve boylece WWOX hizli bir sekilde

degredasyona ugrar (Aldaz ve ark., 2014).
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2.9.1. WWOX Proteini

WWOX geni, 2.2 kb uzunlugunda bir transkriptten, 414 amino asit’ten olusan 46
kDa’luk bir protein kodlar. Bu isim kisa zincirli dehidrogenaz/rediiktaz enzim ailesine
yiiksek homoloji gosteren bir bolgeye baglanmis iki WW alanma sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir (Baryla ve ark., 2015). WWOX geni, NH2-terminal ucunda iki WW
alanindan, SDR enzim ailesinde bulunan 17f3-hidroksiterol rediiktaz-3 homologu olan
(Salah ve ark., 2010) bir kisa zincirli alkol dehidrojenaz/rediiktaz domeininden
(ADH/SDR) (Hezova ve ark., 2007; Schrock ve ark., 2015) ve bir proapototik C-
terminal D3 kuyrugundan olusur (Chiang ve ark., 2013). Ayrica iki WW domaini
arasinda ise g¢ekirdek yerlesim sinyali (NLS) bulunmaktadir (Sekil 2.5) (Chang ve ark.,

2007; Li ve ark., 2014).
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Sekil 2.5:WWOXun Sistemik Gosterimi (Chiang ve ark., 2013)

WW domainleri transkripsiyonel regiilasyon ve protein stabilitesi gibi hiicresel
stireglerde yer alan sinyal yolaklar ile iliskili komplekslere aracilik ettigi bilenen en
kiiciik diizenleyici alanlar arasindadir. WW domainleri sirasiyla 17- 49 ile 58-90 amino
asitler arasinda lokalizedir. Ilk WW domaini, 26 amino asitten olusan, iyi korunmus iki

triptofan (W) rezidiisii ve bir de prolinden olusmaktadir ve WWOX'un protein-protein
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etkilesimini PPXY motifini tasiyan proteinleri baglayarak saglar (P;prolin, Y;tirozin, X;
herhangi bir amino asit). Ikinci domainde ise bir triptofan rezidiisii, WW alanlarinda
daha az bulunan bir tirozin ile degistirilmistir (Baryla ve ark., 2015). ikinci isaretli
triptofan 85. pozisyonda bir tirozin ile degistirildiginden klasik bir WW domaini
olmayan bu alan (Aldaz ve ark., 2014) WWI'in fizyolojik baglanmasinin
gliclendirilmesi i¢in bir saperon olarak gorev yapmaktadir (Schrock ve ark., 2015).
Ayrica bu ikinci WW domaini korunmus bir kaspaz tanima motifi (GIn—-Glu-Thr—Asp)
de icermektedir (Chang ve ark., 2007). Bu domainler, transkripsiyon faktorlerinin
regiilasyonu, protein stabilitesi ve hiicre biiylimesinin kontrolii gibi c¢esitli hiicresel
stireglerde rol oynayan sinyal yolaklar: ile baglantili komplekslere aracilik etmektedir.
Prolin agisindan zengin ligandlarin taninmasina dayanarak, WW alanlar1 iki major iki
de minor olmak tizere dort gruba ayrilir (Ageilan ve ark., 2007; Salah ve ark., 2010; Lo
ve ark., 2015). Distrofin, Yes-associated protein (YAP65), ve Nedd4 E3 ubiquitin ligaz
gibi grup 1 WW domainli proteinler PPXY ve LPXY gibi peptid motifleriyle etkilesir.
Grup II WW alanlar1 PPLP motiflerine baglanmaya aracilik eder ve grup III WW
alanlar1 arginin veya lizin ile ¢evrili poli-P motiflerini secerler. Grup IV WW alanlar1
ise p(S/T)P (fosfoserin veya fosfotreoninli kisa dizileri takip eden fosfat grubu)

motiflerini tanimaktadir (Salah ve ark., 2010; Lo ve ark., 2015).
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Sekil 2.6:WWOX Protein Domainleri (Aldaz ve ark., 2014).
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SDR enzim ailesi ise genis bir spektruma sahiptir. Baz1 SDR ailesi proteinleri
hiicresel metabolizma ve redoks fonksiyonlarini1 diizenleyen reaksiyonlar1 katalizler
(Guo ve ark., 2013b; Lo ve ark., 2015). SDR proteinleri arasinda 6nemli bir grup
hidroksisteroid dehidrogenaz ailesidir. SDR domaini, diisiik molekiil agirlikli ligandlari
baglar ve bu kisa zincirli dehidrogenaz /rediiktazlar genellikle androjenler ve Ostrojenler
gibi steroid hormon metabolizmasina katilan redoks Kkatalitik aktivitesine sahiptir
(Hezova ve ark., 2007; Gou ve ark., 2013). SDR domaininin androjen ve Ostrojen ile
etkilesime girebilen bir NSYK motifine sahip olmasindan dolayr WWOX, cinsiyet
steroid hormonlart i¢in alternatif bir reseptér gorevi yapmaktadir (Chiang ve ark.,
2013).

WWOX’un mitokondri baglanma bdlgesi de SDR alani igerisinde bulunmaktadir
(Chiang ve ark., 2013). Ayrica C-terminal SDR alani, mikrotiibiil toplanmasi ve
stabilitesinde 6nemli bir rolii olan Tau hiperfosforilasyonunu diizenleyen Glikojen
Sentaz Kinaz 3p (GSK-3B) ile WWOX’un baglanmasina da aracilik etmektedir. Tau
hiperfosforilasyonu mikrotiibiil afinitesini azaltir ve bdylece mikrotiibiil stabilitesi
bozulur. WWOX’un GSK-3B’ye baglanmasi Tau fosforilasyonunu inhibe eder (Wang
ve ark., 2012).

SDR domainli proteinler; lipid hormonlar, sekerler, alkoller ve retinoidler gibi
cesitli substratlarin oksidasyonuna ve indirgenmesine katilirlar (Li ve ark., 2014).
Wwox (fare ortologu)un steroid metabolizmasindaki rolii SDR domaini ile
saglanmaktadir. Wwox nakavt farenin siddetli bir postnatal metabolik sendroma sahip
olmas1 Wwox’un hem gonadal gelisim hem de steroid metabolizmasinda kritik bir rolii
oldugunu gostermektedir. Wwox nakavt farelerin karacigere 6zgii lipoprotein profilleri,

Wwox’un kolesterol homeostazi ve yag asiti biyosentezi/trigliserid metabolizmasinda
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rolii olabilecegini gostermistir. Ayrica WWOX ekspresyonunun yumurtalik, prostat ve
testis gibi hormonal olarak diizenlenmis dokularda en yiiksek seviyelerde olmasi,
Wwox’un lipoprotein, yiiksek yogunluklu lipoprotein ve cinsiyet steroid
metabolizmasinda kritik bir rol oynadiginin kanitidir (Schrock ve ark., 2015).

WWOX’un subselliiler lokalizasonyonu tam olarak netlik kazanamamis olsa da
yapilan immiinohistokimyasal ¢alismalarla, WWOX'un hem normal hem de neoplastik
dokularda sitoplazmik bir protein oldugu gosterilmistir (Giiler ve ark., 2004). Ludes-
Meyers ve ark., ise endojen WWOX ve eksojen WWOX-GFP fiizyon proteini ile
yaptiklar1 calismada WWOX’un Golgi aparatinda lokalize oldugunu ve bu yerlesim i¢in
SDR domaininin yeterli ve gerekli oldugunu gostermislerdir (Ludes-Meyers ve
ark.,2003). Ayrica WWOX mitokondri ve ¢ekirdekte de lokalize olmaktadir (Ageilan ve
ark., 2007; Chang ve ark., 2007). Endojen WWOX epidermal keratonositler ve meme
bezi hiicreleri gibi ¢esitli hiicre hatlarinda mitokondride bulunmaktadir ve tiimor nekroz
faktor-o uyarisi ile niikleusa transloke olur (Li ve ark., 2014). Sonug olarak, kullanilan
hiicre tipine gore WWOX; mitokondri, Golgi kompleksi, diiz ER, plasma membran1 ve
cekirdekte lokalize olabilmektedir (Chang ve ark., 2007).

WWOX'un subseliiler lokalizasyonu ve fonksiyonu fosforilasyonla diizenlenir.
Tyr (33) ve Tyr (287) bilinen WWOX fosforilasyon bolgeleridir. (Li ve ark., 2014).
Diger fosforilasyon bolgeleri ise sirasiyla Tyr6, Thrl2, Serld, Tyr6l, Tyr293 ve
Thr3B3’dir (Chiang ve ark., 2013). Ornegin, Src ilk WW alaninda tirozin 33 (Y33)
fosforilasyonuna aracilik eder ve WWOX’un baglanma yetenegini etkiler. WWOX
fosforilasyonu, diger proteinler ile etkilesime gecme yetene8i ve protein istikrarini
diizenlenmesi agisindan 6nemlidir (Ageilan ve ark., 2007). PPXY motifi ile WW alani

etkilesimleri, grup I WW alanlarindaki tirozin kalintilarinin fosforilasyonu ile
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diizenlenebilir. Tyr33'in WWOX'in ilk WW alaninda fosforilasyonunun, p53, c-Jun N-
terminal kinaz 1 (JNKI1) ve p73'e baglanmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Src tarafindan
fosforile olan Tyr33, hedef proteinlerin PPXY motifleri i¢indeki prolin kalintilariyla
onemli molekiill i¢i temasa girmektedir (Lo ve ark., 2015). WWOX’ unTyr33
fosforilasyonu oOstrojen reseptoriinden (ER) bagimsiz olarak steriod hormonu 17f-
ostradiol (E2) tarafindan stimiile edilebili. WWOX ayrica ilk N-terminal WW
domaininden anizomisin veya UV 1s1gindan indiiklenen Tyr33 fosforilasyonu ile
cekirdege transloke olabilir (Li ve ark., 2014). Src kinaz aktivasyonu ve UV
radyasyonun dahil oldugu stres uyarisi, Tyr33'den WWOX fosforilasyonuna yol acarak
apoptozu tesvik eder (Mahajan ve ark.,2005).

WWOX'un Tyr287'de fosforilasyonu Aktif Cdc42-iliskili kinaz (ACKI1) ile
saglanir ve bu fosforilasyon islemi WWOX {ibiqutinasyonuna ve protozoamal
degredasyonuna yol ag¢maktadir. (Chang ve ark., 2007). Tyr287'de fosforillenen
WWOX’un proapoptotik etkisi ortadan kalkar ve boylece tiimoérogenezi tesvik eder.
Primer androjen-bagimsiz prostat tiimorlerinde yapilan bir ¢alismada ACKI1 ile tirozin
fosforilasyonun artip, WWOX’un azalmasi bu durumu desteklemektedir (Mahajan ve
ark., 2005).

Ilk WW domaini, prolin a¢isindan zengin PPxY ligand aracihig ile p73, AP2-y, c-
Jun (Ageilan ve ark., 2007) gibi bir dizi transkripsiyon faktorii ile Yes-iligkili protein
(YAP), RSP5, PUB1 ve ERbB-4 gibi ¢esitli proteinlerin (Gou ve ark., 2013) yani sira
eritroblastik 16semi viral onkogen homolog 4, ezrin, lizozom/ge¢ endozom Kkiiciik
integral membran proteini (SIMPLE), c-Jun N-terminal kinaz 1 (JNK) ile de
baglanabilmektedir (Wang ve ark., 2012; Lo ve ark., 2015). WWOX, bu proteinlerin

sitoplazmadaki hedefleriyle iligkilidir ve bu proteinlerin ¢ekirdege translokasyonlarini



48

onleyerek transkripsiyonel aktivitelerini diizenler (Ageilan ve ark., 2007) Bu yolla

kanser hiicrelerinin sag kalimlar1 baskilanmis olur (Chiang ve ark., 2013).
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Sekil 2.7: WWOX Sinyal Yolagi (Mare ve ark., 2009)

Ekzon 5-8 tarafindan kodlanan WWOX’un C terminal SDR bolgesi insan
kanserlerinin ¢ogunda genellikle delesyonlu veya alternatif (anormal) formlarda
bulunurken WW domaininde herhangi bir delesyon nadiren goriilmektedir (Lo ve ark.,
2015). WWOX ekspresyon kaybina bir¢ok insan timoriinde sik karsilagildigindan, bu
timorlerde hedefleri ile WWOX etkilesiminin eksikliginin tiimdrogeneze katkida
bulunabilecegi diisiiniilebilir. Ornegin, meme kanserinde hem WWOX ekspresyonu
belirgin sekilde degismekte hem de WWOX meme kanserinde rol oynayan bir
protoonkogen olan ErbB4 ile etkilesime girmektedir. Cekirdekte islev goren ErbB4'iin
C-terminal fragmani (CTF), i¢ PPxY ligand: ihtiva eder. Bagka bir WW alanini igeren

protein olan Yes-associate protein (YAP), ErbB4 ile iliskilidir ve CTF ile birlikte
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transkripsiyonal aktivatorii olarak goérev yapar. WWOX mevcut oldugunda CTF'yi
sitoplazmada tutar ve transaktivasyon islevini inhibe eder. Bu nedenle, hem WWOX
hem de YAP'n, transkripsiyonel aktivasyonunu veya baskisini kontrol etmek i¢in CTF
ile etkilesim icin rekabet ettigi diisliniilmektedir. Ayrica son zamanlarda, meme kanseri
hastalarinda WWOX ve ErbB4 ekspresyonunun iyilesmis sagkalim ile iligkili oldugu da
gbzlemlenmistir (Aqgeilan ve ark., 2007).

Bir¢cok calisma, WWOX'un 6nemli bir tiimdr baskilayict gen oldugunu ve
WWOX'in kaybedilmesi veya deregiilasyonunun ¢esitli timdorlerin gelisiminde etkili
oldugunu gostermistir (L1 ve ark., 2014).

2.9.2. WWOX’un Tiimor Siipresor Aktivitesi

Frajil bolgeler (FS), BrdU, 5-azacytidin ve hipoksi gibi ekstrinsik ve intrinsik
DNA replikasyon inhibitorlerine maruz kaldiginda kirilan veya bosluklarin artis
gosterdigi kromozomal bdlgelerdir. FS'ler, insan popiilasyonundaki olusum sikligina
gore, ortak ve nadir bulunan kirilgan bolgeler olarak iki gruba ayrilmistir. Yaygin
kirilgan bolgeler (CFS) tiim bireylerde goriiliirken, nadir kirilgan bolgeler (RFS) insan
popiilasyonunun% 5'inden azinda bulunur. CFS'ler normal kromozom yapisinin
bilesenleridir ve tekrar dizilerinin genislemesinin bir sonucu degildir. FRA3B (3p14.2),
FRA16D (16g23.2) ve FRAXB (Xp21.1) en karakteristik CFSlerdir. Insanlardaki en
aktif kirilgan bolgelerden biri olan (Gou ve ark., 2013) ve ikinci siklikta eksprese olan
FRA16D, WWOX genini kapsamaktadir (Li ve ark., 2014). Bu boélgelerde bulunan
genler; LOH, delesyonlar (Schrock ve ark., 2015) ve translokasyonlar gibi genomik
anormallikle aktivitelerini kaybeder (Lo ve ark., 2015). Frajil bolgede bulunan
WWOX’un kayb1 da gogiis kanseri (% 81.8), 6zofagal squamoz hiicre karsinomasi

(SCC) (% 38.9), kiictik hiicre dis1 akciger kanseri (% 37), pankreatik adenokarsinoma
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(% 26.7) ve gastrik karsinoma (% 30.8) gibi ¢ok sayida insan kanserleriyle
iliskilendirilmistir (Lo ve ark., 2015; Schrock ve ark., 2015). 16q kromozomunu
etkileyen genomik anormallikler ise, prostat, g6giis, yumurtalik, 6zofagus, akciger,
gastrik ve hepatik karsinomlar olmak {iizere cesitli epitelyal tiimorlerin sitogenetik
calismalarinda siklikla rapor edilmektedir (Gou ve ar., 2013).

FRA16D kirilgan bolgenin, yumurtalik, go6giis, hepatoseliiler ve prostat
karsinomalarinda ve diger neoplazilerde kromozomal yeniden diizenlenmenin ve
heterozigotluk kaybinin sik goriildigii bir bolge olmast WWOX’un bir tiimor
baskilayici gen olabilecegini glindeme getirmistir. Son yillardaki arastirmalar, normal
hiicrelere kiyasla tiimdr hiicrelerinde WWOX protein ekspresyonunun azaldigini hatta
kayboldugunu ve bu bulgunun bazi klinik ve patolojik parametrelerle ilsikili
olabilecegini gostermistir (Aldaz ve ark., 2014).

Bir¢ok kanser tipinde WWOX ekspresyonunun tespit edelemeyecek kadar
azalmasi ise WWOX’un bir tiimor baskilayic1 gen olabilecegi yoniindeki diisiinceleri
giiclendirmistir. WWOX, Pro-282-Ala polimorfizmi (SNP), tiroid karsinomasi igin
potansiyel bir risk faktorii olarak tanimlanmistir. WWOX’daki diger bir SNP
rs2548861, yiikksek yogunluklu lipoprotein-kolesterol (HDL-C) seviyeleri ile iliskilidir.
Genom ¢ap1 baglanti analizi caligmalari, WWOX'in rs1079635 bolgesindeki
polimorfizmlerinin prostat kanseri yatkinlig: ile de iliskili olabilecegini gdstermistir.
160923-24 kromozomunda siklikla allelik kayiplar ve homozigot delesyonlar meme,
gastrik ve pankreas kanserinde FRA16D lokusunde bulunur. Genetik polimorfizmlere
ilaveten, artan sekilde, promotér CpG ada metilasyonuyla gen ekspresyonunun
epigenetik susturulmasinin, tiimoriin inaktive edilmesinde 6nemli bir mekanizmasi

oldugu da bilinmektedir. Transkripsiyonel regiilasyonda degisiklige yol acan
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WWOX'un anormal metilasyonu, hematopoietik, gogiis, akciger, mesane, glioblastoma
multiforme ve pankreatik neoplazilerde 6nerilen bir mekanizmadir (Gou ve ark., 2013).
Nunez ve ark. meme kanserinde WWOX ifade diizeyi ile klinik-patolojik 6zellikler
arasindaki iligskiyi degerlendirmigler ve tiim normal meme epitel Orneklerinde
WWOX’un ifade diizeyinin arttigi, buna kargin invaziv timorlerin % 34'tinde (69/203
olgu) WWOX ekspresyonunun tamamen kayboldugunu ve % 26'sinda (52/203) ise
WWOX ekspresyonunun azaldigini bildirmislerdir. WWOX mRNA diizeylerinin,
yiiksek apoptotik indeksli tiimorlerde artmasi hastaliksiz sagkalim oranlar ile
iliskilendirilmistir. Bu verilerden, WWOX geninin ekspresyonu ve statiisliniin meme
tiimdrlerinin malignite sonu¢ ve derecesi ile iliskili oldugu goriilmektedir (Nunez ve
ark., 2005).

Kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde (KHDAK) primer tiimérlerin% 25.9'unda,
hiicre hatlariin % 62,5’inde ise WWOX eksonundan yoksun transkriptler tespit
edilmistir. Primer tiimorlerin %37’sinde ise WWOX lokusunda heterozigotluk kaybi
gozlenmistir. WWOX ifade degisikliklerinin akciger kanserlerinin 6nemli bir
boliimiinde ortaya ¢iktigt ve bu nedenle KHDAK'nin patogenezinde etkili oldugu
agiktir. Immunohistokimya calismalar, KHDAK tiimérlerinin  ¢ogunda WWOX
ifadesinin kayboldugunu veya azaldigin1 gostermistir. WWOX ifade kaybi, yiiksek
tiimor agresivitesi ve tiimor histopatolojisi ile kuvvetli bir sekilde iligkilidir (Yang ve
Zhang, 2008). Prostat kanserinde Qin ve ark. WWOX mRNA ve protein
ekspresyonunun prostat kanseri kaynakli LNCaP, DU145 ve PC-3 hiicrelerinde kanserli
olmayanlara kiyasla onemli Olgiide diistiiglinii bulmuslardir. Ayn1 zamanda, primer
prostat kanserlerinin % 84'inde WWOX ifadesinin azaldigim1 bildirmislerdir. Bu

arastirmacilar, prostat kanseri kaynakli hiicrelerdeki WWOX ekspresyonunun
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azalmasinin, WWOX diizenleyici bolgedeki DNA hipermetilasyonuna bagli oldugunu
tespit etmislerdir (Qin ve ark., 2007; Yang ve Zhang; 2008).

WWOX ekspresyounun kaybi veya deregiilasyonu pankreas adenokarsinomasi,
renal hiicreli karsinoma ve endokrin ve ekzokrin karsinomlar gibi c¢esitli kanser
tiplerinin gelisimi ile de iliskilidir. Immiinohistokimyasal boyama ile normal yumurtalik
dokusunda kuvvetli bir WWOX ifadesi tespit edilirken tiimorlerin % 37'sinde eksiklik
veya neredeyse saptanamayacak WWOX ekspresyonu goriilmiistiir. Ayrica prostat
kanserlerinin% 84'tiinde WWOX ifade diizeyi azalmaktadir. Ozofagus skuaméz hiicreli
karsinom, kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri ve gogiis kanserlerinde, yiiksek
heterozigotluk kaybi, diisiik mutasyon orani ve WWOX geninin anormal kopyalarinin
ekspresyonu gosterilmistir. Promotor bolgedeki DNA hipermetilasyonu, prostat kanseri
kaynakli hiicrelerdeki WWOX ekspresyonunun azalmasina neden olmaktadir. Prostat
kanseri hiicrelerindeki WWOX mRNA ve protein ifadeleri, bir DNA metil transferaz
inhibitorii olan 5-aza-2-deoksisitidin (AZA) ile arttirilabilir. Azalmig WWOX ifadesi
kanserin klinik evresi, ve kotli prognoz ile dnemli bir korelasyon gosterir. Bu nedenle,
WWOX'in ifade durumu, kanser progresyonu ve prognoz iizerinde bir etkiye sahiptir
(Li ve ark., 2014).

Insan tiimorlerinde WWOX ifade diizeyinin azalmasindan sorumlu olabilecek
bir diger mekanizma ise promotor bolge metilasyonudur ve akciger, skuamoz hiicre,
meme ve mesane karsinomasi gibi kanser hiicrelerinde WWOX ifadesinde azalma veya
kayip, genetik ve epigenetik degisimlerden kaynaklanabilir. Gen ekspresyonunun tim
bu sapmalari, tiimor olusumu ile iliskilendirilir ve WWOX proteininin timor
biliylimesini baskilayabilecegini diisiindlirmektedir. Primer kanserlerde ve kanser

kokenli hiicre hatlarinda WWOX’un genetik degisimi homozigotik delesyon, LOH,
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DNA metilasyonu, somatik mutasyonlar ve diger DNA instabilitesini i¢ermektedir
(Yang ve Zhang; 2008).
2.9.3. TNF, Bcl-2, Bel-xL, p53, p73, ve Diger Apoptozla Iliskili Faktirler

WWOX, esas olarak mitokondride bulunur ve apoptozu tesvik ederek timor
bliylimesini inhibe eder. TNF—a Uyarisi ile mitokondriyal gecirgenligin indiiklenmesi,
mitokondriden WWOX salinimi ve bunun ardindan ¢ekirdek translokasyonu ile
sonuglanmaktadir. 1.929 hiicrelerinde, WWOX'un WW ve SDR doaminleri ile TNF —a
sitotoksisitesini arttirdigi ve bu artisin kismen, apoptoz inhibitorleri Bel-2 ve Bel-xL'nin
ifade diizeylerini azalmasi ve pro-apoptotik p53'iin ise artisgindan kaynaklandig
bulunmustur (Yang ve Zhang; 2008).

WWOX’un, p73 (p53 homologu), ErbB4 (eritroblastik 16semi viral onkogen
homolog4), AP-2y (aktivatér protein 2y) ve c-jun da dahil olmak fiizere PPxY
motiflerine sahip olan proteinlerle etkileserek hiicre donglisii ve apoptotik siireg
icerisinde yer aldigr bilinmektedir (Sekil 2.8). WWOX, bu proteinlere baglanir ve
hiicrelerin stoplazmalarinda bu proteinleri ayr1 tutarak transkripsiyonel aktivitelerini

baskilar (Li ve ark., 2014).
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Sekil 2.8: WWOX Yapisinin Sematik Diyagrami ve Sinyallemedeki Rolii (Chiang ve
ark., 2013)
2.9.3.1. c-jun
c-jun protoonkogeni, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve apoptozu diizenleyen
WWOX ile iliskili bir transkripsiyon faktoriidiir. UV radrasyon etkisi ile c-Jun NH2-
terminal kinaz (JNK)’in aktivasyonu ve hizli fosforilasyonundan dolayr c-Jun yiiksek
oranda uyarilir bu da sirasiyla pS3 ve p21’in transkripsiyonunun diizenlenmesi yoluyla
UV cevabim ortaya c¢ikarir (Gaudio ve ark., 2006; Ageilan ve ark., 2007). WWOX;
protein-protein etkilesimlerini saglayan ilk WW domaininden c-Jun proto-onkogeninin
prolin acgisindan zengin motifiyle spesifik olarak iligkilidir ve c-Jun'un up-stream
aktivatorii olan mitojen ile aktive olan protein kinaz kinaz kinaz 1’in (MEKKI) asir1
ekspresyonunun yol agtigi c-Jun fosforilasyonu, c-Jun'un WWOX ile etkilesimini artirir.
Ayrica UV-C radyasyona maruz kalma, cogunlukla sitoplazmada meydana gelen
endojen WWOX-c-Jun komplekslerinin olusumuyla da sonuglanmaktadir. Bu bulgular,
c-Jun transkripsiyon faktérii ve WWOX tiimdr baskilayict gen arasinda islevsel bir iliski

oldugunu ortaya koymaktadir (Gaudio ve ark., 2006;Yang ve Zhang; 2008).
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2.9.3.2. p73

WWOX’un asir1 ekspresyonu, hiicre biiyiimesini inhibe ederek apoptozu
indiikleyebilir. WWOX ilk WW domaininden p53 gen ailesinin bir {iyesi olan p73 ile
fiziksel olarak etkilesebilir. Src kinaz (protoonkogenik trozin kinaz grubu), WWOX'u
ilk WW alaninda bulunan Y33'ten fosforile eder ve WWOX'un Src aracili
fosforilasyonu, p73'e baglanmasini saglayarak gii¢lii bir kompleks olusturur. (Salah ve
ark., 2010; Chiang ve ark., 2013). Bu baglanma, p73 f alt birimi ve Y33 fosforilasyon
bolgesi ile saglanmaktadir. WWOX ile baglanan p73 stoplazmaya gegmesine ve burada
lokalize olmasina yol agar. siRNA ile WWOX sustruldugunda ise daha fazla p73
cekirdege transloke olur. p73'in Wwox'a baglanmasi ile p73’iin sitoplazmik apoptotik
aktivitesi artmaktadir. Ayrica Wwox, p73’e baglanan ve WW doamini igeren diger
proteinlerle p73’e baglanmak ig¢in yarisarak p73’iin transkripsiyonel ve apoptotik
aktivitesini degistirebilir. Wwox, p73'in Yap tarafindan koaktivasyonunu inhibe eder.
Wwox, p73 ile birlikte g¢ekirdekte bulundugunda, Yap ile olan baglantis1 inhibe
haldedir, ve bu da Wwox ifadesinin Yap'in etkisinden daha {istiin oldugunu gosterir.
Son yillarda, kaspaz ile par¢alanmis p73 fragmaninin mitokondriye lokalize oldugu ve
TRAIL ile indiiklenen apoptozu arttirdig1 da gosterilmistir (Salah ve ark., 2010).

Ayrica, WWOX sitoplazmada p53'le birlikte lokalize olmakta ve WW alanim
kullanarak p53'in prolin agisindan zengin bolgesine baglanmaktadir. Hiicrelerin hem
p53 hem de WWOX ile birlikte gecici transferi, apoptozu sinerjik bir sekilde indiikler.
Ote yandan, p53 ile indiiklenen apoptoz, WWOX ekspresyonu antisens mRNA
tarafindan bloke edildiginde kaldirilir. Gegici olarak aktive olan JNKI, ayni zamanda,
WWOX ile uyarilan apoptozu inhibe eden anti-apoptotik bir yanit1 indiiklemektedir. Bu

bulgularla, WWOX'un hem p53 hem de c-Jun N-terminal kinaz 1 (JNK1)'in
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aktivasyonunu diizenleyerek apoptotik yanita dahil oldugu sonucuna varilabilir (Yang
ve Zhang; 2008). Ayni zamanda stres uyarisi ile tirozin 33'den Src ile fosforile olan
WWOX serin 46’dan fosforile olan p53°e baglanir ve olusan WWOX/p53 kompleksi
mitokondri veya ¢ekirdege transloke olarak apoptozu uyarir (Chiang ve ark., 2013).
WWOX, hiicre zar1 lipid sallarinda bulunan mitojenle aktive olan protein kinaz 1

(MEK1) ile fiziksel olarak da etkilesime girer. Pro-apoptotik rezidiiforobol miristat
asetat (PMA), MEK/WWOX kompleksinin ayrismasina neden olarak WWOX’u
mitokondriye birakir ve Jurkat T hiicrelerinde (lenfoma hc) apoptoza neden olur.
Boylece, WWOX, protein-protein etkilesimi ile onko-proteinlerin down-regiilasyonu
yoluyla tiimdrojeniteyi baskilar (Li ve ark., 2014).
2.9.3.3. AP-2y

AP2y geni meme kanserinde amplifiye olmakta ve ekspresyonunun artmasi Ap2y
kodlayan genin artmis ekspresyonu, meme kanserinde zayif prognoz ile iligkilidir.
WWOX, ilk WW domaini ile gogiis karsinomlarinda artan AP-2 y'nin PPPY motifine
baglanarak hem AP-2 y’nin ¢ekirdekten sitoplazmaya ge¢isini uyarir hem de AP2-y ’yi
sitoplazmada tutarak onkojenik aktivitesini inhibe etmektedir. WWOX'un ilk WW
domaininde tirozin 33'teki veya AP-2ydaki prolin agisindan zengin motifteki
degisiklikler bu etkilesimi 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir (Yang ve Zhang; 2008).
2.9.3.4. E2F-1

WWOX ayrica PPxY motifleri araciligiyla ErbB4 tirozin reseptdr kinazi ile
etkilesime girer ve bu proteini stoplazmada tutarak transkripsiyonel aktivasyonunu
baskilar. ErbB4, hiicresel farklilasma ve proliferasyonda énemli bir rol oynar (Salah ve
ark., 2010). E2F-1 ekspresyonu, apoptozu indiikleyen FHIT ve WWOX ekspresyonunda

artisa neden olmaktadir. E2F-1 asir1 sentezlenmesi, kismen FHIT'nin transkripsiyonel
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regiilasyonu ve ilgili WWOX aktivasyonu yoluyla timdr supresyonunda rol oynar
(Yang ve Zhang; 2008).
2.9.3.5. Ezrin
WWOX’un ilk WW domaini aracilifiyla fiziksel olarak etkilesim halinde oldugu

bir diger protein ise Ezrin’dir (Salah ve ark., 2010). Plazma membran1 ve hiicre iskeleti
arasinda baglayici olarak gdrev yapan ve hiicre gogiinii yonlendiren itici giicler iireten
ERM (ezrin / radixin /moesin) ailesinin bir iiyesi olan Ezrin protein ailesi, band 4.1
siiper ailesinin korunmus iiyeleridir (Vaheri ve ark., 1997; Salah ve ark., 2010) ve bazi
kanserlerin ilerlemesinde rol oynadigir disiinilmektedir. Ezrin'in PKA aracili
fosforilasyonu, Wwox proteininin apikal yerlesimi i¢in gereklidir. Fosfoezrin ve WwoX
arasindaki etkilesim parietal hiicre aktivasyonu sirasinda proton pompast H, K-ATPazin
apikal membrana alinmasini kolaylastirarak apikal membranin dinlenme durumundan
salgilama durumuna transformasyonuna aracilik eder. Ezrin-Wwox etkilesiminin
bozulmasi, H, K-ATPaz'in apikal zar i¢ine translokasyonu ve yerlesimi ile baglantili
apikal membran hiicre iskeletinin yeniden modellenmesini engellemektedir. Ezrin, aktin
hiicre iskeletinin yeniden bi¢cimlenmesini modiile eder ve tiimor hiicresi migrasyonu ve
bazi tlimorlerin ilerlemesinde rol oynar. Bu proteinin Wwox regiilasyonu timor
progresyonunun onlenmesinde oldukc¢a dnemlidir (Salah ve ark., 2010).
2.9.3.6. Dvl Proteinleri

WWOX, timor olusumu ve gelisimiyle yakindan ilgili olan Wnt/beta-Katenin
yolaginda yer alan Disheveled (Dvl) proteinlerine baglanarak Dvl proteinlerinin niikleer
importunu inhibe eder. Dvl proteinleri (Dvl-1,2 ve 3) Wnt reseptor aktivasyonunda rol
oynamaktadir. Sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda siirekli yer degistiren Dvl proteinleri ve

niikleer lokalizasyonlari, Wnt/b-katenin yolagindaki islevleri i¢in olduk¢a Onemlidir
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(Bouteille ve ark., 2009). WWOX, Wnt-katenin yolagindaki transkripsiyonel aktiviteyi
SDR domaini aracligi ile inhibe ederek Wnt-katenin yolunda yer alan Dvl ailesi
elemanlar1 ile baglanir. WWOX, Dvl-2'nin B-katenin bozunma kompleksiyle olan
etkilesimini bozarak degil Dvl proteinlerini stoplazmik bdlgede tutarak Wnt-katenin
yolagini inhibe eder (Salah ve ark., 2010). Endojen WWOX ekspresyonunun
inhibisyonu ile Wnt/beta-katenin yolaginin transkripsiyonel aktivitesi birgok insan
kanseri tipinin geligsimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu bulgular,
WWOX'un bir tiimdr baskilayict gen olarak islev gordiigiinii ve timor olusumunun

inhibisyonunda kritik bir rol oynadigin1 ortaya koymaktadir (Bouteille ve ark., 2009).
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Sekil 2.9: WWOX un Hiicre I¢i Trafigi (Chang ve ark., 2007).
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2.9.4. WWOX rRegiilasyonunun Karsinojenez ve Metastaz Ile Iliskisi

Ekzojen WWOX ekspresyonu kanser hiicresi biliyiimesini baskilamakta ve
apoptozu uyarmaktadir. DU145/LNCaP/PC-3'de (WWOX negatif prostat kanseri
hiicresi) WWOX'in asir1 ekspresyonu, kanser hiicresi kolonilerinin sayisin1 6nemli
Olclide azaltarak kaspaz bagimli mekanizma yoluyla apoptoza yol agar (Li ve ark.,
2014).

WWOX, metastaz siirecinde kritik bir role sahiptir. WWOX protein
ekspresyonu, metastatik kanser dokularinin neredeyse % 100'inde kaybolur veya azalir.
WWOX'un azalmis protein seviyesi, bazal zar yoluyla kanser hiicrelerinin
migrasyonunu arttirir. Intergrin a3, hiicreler ve ekstraseliiler matriks (ECM) arasindaki
baglanmaya aracilik eden ve gbo¢ ve tiimdr invazyonunda hayati rol oynayan bir
transmembran reseptordiir. WWOX ekspresyonu kaybi membrandz intergrin a3 protein
ekspresyonunu indiikler ve kanser hiicrelerinin ve ECM arasindaki etkilesimi modiile
ederek kanser hiicrelerinin bazal membran boyunca tasinmasina neden olur (Li ve ark.,
2014).

2.9.5 WWOX ve DNA Hasarina Cevap

DNA tek ve ¢ift zincir kiriklar1 gibi DNA hasarindan sonra WWOX ifadesi
artar. Ubiquitin E3 ligaz ITCH’iin, WWOX'un Lys-63'e bagli ubikitlemesine
fonksiyonel olarak aracilik etmesi stabilizasyonuna ve niikleer lokalizasyonuna neden
olur. Cekirdekte lokalize olan WWOX, apoptoz ve DNA onarimi gibi DNA hasar
yanitina aracilik etmek icin ATM ve p73 dahil olmak iizere bir dizi proteinle etkilesime
girer. WWOX; H2AX, MDCI1, CHK2 ve KAP1 gibi ATM substratlarinin artan
fosforilasyonuna yol agar ve ATM’yi etkinlestirir. Fiziksel etkilesme yoluyla ATM

aktivasyonunu diizenleyerek DNA hasar cevabinda ve DNA onariminda rol oynayan
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WWOX’un ifade diizeyinin azalmasi veya kaybi, genomik kararsizliga neden olabilen
faktorler arasinda yer almaktadir (Pospiech ve ark., 2018).

WWOX kaybina bagli ATM islevi engellenmesi ise DNA ¢ift iplik kiriklarinin
birikmesine yol agar ve sonug¢ olarak genom daha az kararli hale gelir. DNA hasarina
bagli WWOX artisi, apoptotik kaskad aktivasyoun veya biiylime hizinin azaltilmasiyla
hasar gérmiis hiicrelerin sinirlanmasini kolaylastirabilir. Ornegin, WWOX fiziksel
olarak p73 ile fonksiyonel olarak etkilesime girerek apoptozu tesvik eder. WWOX,
hiicresel apoptoza aracilik eden bazi hiicrelerde p53 ve Jnkl1 ile etkilesime girebilir. Bu
bulgular WWOX'un DNA hasar onariminda ve apoptozda merkezi bir rolii oldugunu

ortaya koymaktadir (Abu-Remaileh ve ark., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC
3.1.1. Calisma Gruplar:

Bu ¢alisma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar
AD’na bagvuran ve pterjiyum tanis1 alan 27 hasta (18 erkek, 9 kadin) dahil edilerek
gerceklestirildi. Calisma gruplarinin  olusturulmasinda ameliyat sirasinda alinan
pterjiyum dokular1 hasta grubu olarak; ayni1 hastalarin ayn1 goziine ait saglikli
konjonktiva dokular1 ise kontrol grubu olarak tanimlandi. Calisma icin gerekli izin
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 25.11.2014 tarihli toplantisinda 14-KAEK-228 proje numarasi ile alindi. Bu
calisma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanliginca
2015/26 proje numaras1 ve TUBITAK 2155692 proje numarasi ile desteklendi.

3.1.2. Dokularin Saklanmas:

Katilimcilarin  izni ve bilgisi dahilinde ameliyat sirasinda alman doku
orneklerinin bir kismi histopatolojik incelemeye gonderilerek pterjiyum tanisi teyit
edildi (Resim 3.1). Kalan dokular ikiye ayrilarak sivi azot igerisinde hizli bir sekilde
donduruldu. Birinci grup dokulardan cDNA elde edilerek WWOX genine ait ifade
diizeyleri Gergek-Zamanli PZR ile tespit edildi. Ikinci grup doku &rnekleri ise protein
izolasyonu yapilarak Western Blot analizinde kullamldi. Dokular -80 °C’de muhafaza

edildi.
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Sekil 3.1 Pterjiyum Dokusuna Ait Histopatolojik Goriintii (HE, X100).

Yiizeyde konjonktiva epiteli altta 6demli subepiteliyal mesafelerde konjesyone farkli

caplarda dilate vaskiiler yapilara ait kesitler izleniyor.

3.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar
Blotlama sistemi (Biorad, 1704150, ABD)
Buzdolabi (Argelik, 570465 MB, Tiirkiye)
Calkalayici (ika, Almanya)
-20 °C Derin Dondurucu (Argelik, 2052DY, Tiirkiye)
-80 °C Derin Dondurucu (Nuaire, NU-9483E, ABD)
Dikey Elektroforez Seti (Biorad, 1658030, ABD)
Distile Su Cihaz1 (Elga-option Q7,Ingiltere)
Etiiv (Memmert, Almanya)
Gii¢ Kaynagi (Biorad, 1645070, ABD)

Hassas Terazi (Kern ABT, WB0750631, Almanya)
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Homojenizatoér (Next Advance Storme 24, BBY24M-CE, ABD)
Manyetik Karistiric (Velp Scientifica, F20520162, italya)
Mikrodalga firin (Argelik, MD554, Tiirkiye)
Otoklav (HMC, HV25, Almanya)
Otomatik pipetler (Gilson, Fransa)
pH Metre (Hanna Instruments, HI2020W, ABD)
Plate (Applied Biosystems, 4346907, ingiltere)
Plate yapistirict (Applied Biosystems, 201405092, Ingiltere)
Qubit 2.0 Fluormeter (Invitrogen by life teknotologies, Avusturalya)
Real-Time PZR (Appiled Biosystems, ingiltere)
Santrifiij (Hettich, D78532, Almanya)
Sogutmali santrifiij (Hettich, Almanya)
PZR (Termal Déngii Cihazi (Techne, Ingiltere)
Vorteks (Velp Scientifica, F20220176, Italya)

3.1.4. Kullanmilan Kimyasal Maddeler, Kitler ve Kit Icerikleri
B-merkaptoetanol (Merck, Almanya)

cDNA sentez kiti (GeneAll, Hyperscript, First strand synthesis kit Katalog no:
601-005, Kore)
Revers Transkriptaz Enzimi
10X RTase Reaksiyon Soliisyonu
0.1 MDTT
10 mM dNTP karisimi
RNase Engelleyici
Oligo (dT)z0o
Random hekzamer (primer)
Niikleaz igermeyen su
Etanol (Sigma-Aldrich Katalog No: E7023, ABD)

GAPDH-antikor (Cell Signaling Katalog No: 2118S, Hollanda)

NuPAGE LDS Ornek Soliisyonu (Thermo Katalog No: NP000S, ABD)
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NuPAGE Indirgeyici Ajan (Thermo Katalog No: NP0004, ABD)

Marker (NZytech Katalog No: MB09002, Portekiz)

Ponceu (Sigma-Aldrich, Katalog No: P7170-1L, ABD)

Proteaz inhibitér 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 icermeyen Su
RNaz Zap (Thermo Katolog No: AM9780, ABD)

Running Soliisyonu (ThermoFisher, NP0002, ABD)

Western Blot Breeze Kit (Invitrogen, Kromojenik Immunodeteksiyon Sistem,
Rabbit Primer Antikor Katolog No:WB7105)
Bloker/SoliisyonA
Bloker/Soliisyon B

Antikor Yikama Soliisyonu (16X)
Kromojenik Substrat
Sekonder Antikor Soliisyonu
WWOX-antikor (Cell Signaling, Katalog No: 4045S, Hollanda)
WWOX Tagman primer-prob seti (Thermo, ABD)
3.1.5. Tampon ve Cozeltiler
3.1.5.1. RNA Eldesinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
LYS Soliisyonu: 400uL Lys
4uL B-merkaptoetanol (Lys’nin %]1°1 olacak sekilde)

3.1.5.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Tamponlar



20X MES Soliisyonu (Running Soliisyonu) 1X olarak hazirlandi.

3.1.5.3. Western Blot Tamponlart
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Blokking Soliisyonu: Western Breeze kit igcerginde bulunan Soliisyon A: 2ml,

Soliisyon B: 3ml, Distile su: S5ml olarak hazirlandi.

3.1.5.4. Ger¢cek Zamanli PZR’de Kullanilan Tagman Problar

Tablo 3.1: Gergek Zamanli PZR’de Kullanilan Tagman Problar

Test Marka Katalog No
WWOX Thermo Hs03044790_m1
[-act Thermo Hs01060665_ g1
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3.2. YONTEM

Ameliyat sirasinda alinan dokular iki parc¢aya ayrilarak -80 %C’de muhafaza

edildi. Birinci grup doku parcalar1 RNA eldesi ve gen ifade analiz islemleri igin

kullanildi. Diger grup ise protein izolasyonu yapilarak Western blot analizi igin

kullanildi.

3.2.1. Dokudan RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Thermo marka RNA izolasyon kiti kullanildi. izolasyon

asamalar1 agagida belirtildigi gibi uygulandi.

>

-80°C’de saklanan dokular RNAaz’lardan arindirilmis bir ¢calisma ortaminda
bistiiri ile ufak pargalara ayrilarak her bir 6rnekten yaklasik 20-25 mg
kullanildi. Calisma buz iizerinde yapildi.
Parcalanan dokularin iizerine 400 pl LYS buffer ve doku hacmi kadar ¢elik
bilye eklenerek homojenizatérde 10.000 rpm’de 5 dk parcalandi. Tam
parcalama saglandiktan sonra bilyeler uzaklastirildi ve homojenat max. hizda
5 dk. santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast iist kisim alinarak buna esit hacimde % 70’lik ethanol ilave
edildi. Elde edilen lizat vortekslenip mini spin kolona aktarildi.

11.500 rpm’de 15 sn vortekslendi.
Yikama Soliisyonu 1’den 700 pl eklenerek 11.500 rpm ‘de 15 sn santrifiij
edildi.
Yikama Soliisyonu II’den 500 pl eklenerek 11.500 rpm ‘de 15 sn santrifiij
edilerek bu basamak tekrarlandi.

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

Spinler temiz bir ependorf tiipe aktarildi.
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» 30 pl elution Soliisyonu eklenerek oda 1sisinda 1 dk bekleyip max. hizda 2
dk. Santrifiij edildi.

Elde edilen RNA’lar - 20°C’de saklandi.
3.2.2. RNA Miktar Olgiimii

RNA orneklerinin konsantrasyonlar1 dl¢limii i¢in Qubit 2.0 cihazi ile RNA HS-
Assay kit (Q32852) kullanilarak yapildu.
3.2.3 cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lardan Gene All, Hyperscript, First strand synthesis kit (Kat
No: 601-005) kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Sentez iki asamada gerceklestirildi.

Tablo 3.2. cDNA Sentezinde Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar:

Bilesenler Miktar (1X)
dH20 7 ul
dNTP 1wl
Oligo dT primer 0,5l
Random heksamer 0,5 ul

RNA 0Ornegi oul

Total hacim 14 ul

Bilesenler eklendikten sonra 65°C’ de 5 dakika PZR cihazinda inkiibe edildi.

Daha sonra 6rnekler buz {izerine alinarak sentezin ikinci asamasina gecildi.

Tablo 3.3. cDNA Sentezinde Kullanilan 2.Asama Bilesenler ve Miktarlari

Bilesenler Miktar(1X)
10xReaksiyon Soliisyonu 2 pl
0.1MDTT 2 ul
Enzim(Revers Transkriptaz 200 U/ul ) 1ul
RNaz Engelleyici 1l

Total hacim 6 ul
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Ikinci asamada Tablo 3.3’de belirtilen bilesenler eklendikten sonra PZR
cihazinda 55°C’de 60 dakika, 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Ornekler -20 °C’de
calisma anina kadar bekletildi.

3.2.4. cDNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Qubit 2.0 cihazinda ile Qubit ssDNA Assay Kit (Invitrogen, Q10212)
kullanilarak cDNA miktarlar 6lgiildii. cDNA miktar1 her bir reaksiyonda 60 ng olacak
sekilde hesaplama yapilarak reaksiyona eklenecek cDNA miktarlari her bir 6rnek icin
ayr1 ayr1 hesaplandi.

3.2.5. WWOX mRNA Ifade Analizi

Pterjiyum ve normal konjonktiva dokularinda WWOX gen ifade analizi Applied
Biosystem StepOnePlus cihazinda Tagman temelli Gergek Zamanli PZR metodu
kullanilarak yapilda.
3.2.5.1. Ger¢ek Zamanli PZR

Niikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak gozlenmesini saglayan
Gergek Zamanli PZR, DNA miktar1 ile orantili olarak artan floresan sinyali 6lgmeye
dayanan bir tekniktir. Bu yontemde DNA sarmalina baglanarak floresan igima yapan
boyalarla (SYBR Green, SYTO9 gibi) veya yikima bagl sinyal olusturan prob diziler
araciligi ile amplifikasyon miktari tespit edilir (Nolan ve ark., 2006).

TaqMan sistemi, ¢ogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer olan ve 5' ucunda
fluorophore (6-karboksifloresin 6-FAM) ve 3 ucunda quencher (6-karboksitetrametil-
rodamin TAMRA) ile floresan isaretlenmis tek zincirli bir prob igerir. 5' ugtaki FAM
boyasinin sinyal olusturmasi 3’ ugtaki baskilayict TAMRA boyasi ile engellenmektedir.
Prob, cogaltilma sirasinda tek zincirli hedef niikleik asit dizisi {izerinde primerlerin

baglanma bolgeleri arasina baglanirlar. Primerlerin baglanmasimin ardindan yeni zincir
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olusmaya baslar. Probun bagli oldugu bélgeye gelindiginde Tag DNA polimeraz 5'—3
niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gegen FAM sinyal olusturur.
DNA zincir sentezi uzamaya ve her bir dongiide iiriin arttikca floresanda ona baglh

olarak artmaya devam eder (Gtinel, 2007).

Polimerizasyon
Forward Q » Quencher
Primer y Probe
5 - — Yy
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s 3
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Sekil 3.2: Tagman Siteminin Sematik Gosterimi (Yuan ve ark., 2000)

Calismada 5° ucundan FAM ile, 3’ ucundan ise MGB (Minor Grow Binding) ile

isaretli Tagman prob kullanildi.
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Tablo 3.3°de verilen bilesenler belirtilen miktarlarda eklenerek tepkime toplam

hacmi 20 ul olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 3.4: Gergek Zamanli PZR’de Kullanilan Tepkime Karisiminin Miktarlar

Bilesenler Miktar (1X)
dH20 7l
Primer-Prob(WWOX i¢in; Thermo, Hs03044790 ml

B-aktin i¢in;Hs01060665 g1) 1ul

Gen ekspesyon Master Mix (Thermo-10297018) 10ul

cDNA 2yl

Total hacim 20 pl

WWOX geni ifade analizi i¢in internal kontrol (housekeeping gen) olarak [-
aktin, negatif kontrol olarak cDNA i¢ermeyen PZR karigimi kullanildi. Analiz 2 tekrarli

olarak yapildi.

Tablo 3.5. Ger¢ek Zamanli PZR Protokolii

Dongii sayisi Siire
1 Baslangi¢ 50°C 2 dk
Denatiirasyon ~ 95°C 10dk
40 Yapisma 95°C 10sn
Uzama 60°C 1 dk

3.2.6. WWOX Geni Gercek Zamanli PZR Sonuclar: Analizi

2—AACt

Cikan sonuglar methodu ile hesaplandi (Livak ve Schmittgen, 2001).

ACt(pterjiyum dokusu) = WWOX Geni (Ct ortalama)- Aktin Geni (Ct ortalama)

ACt(Kontrol dokusu)= WWOX Geni (Ct ortalama)- Aktin Geni (Ct ortalama)

-AACt _ ,-ACt(pterjiyum dokusu) - ACt(Kontrol dokusu)

2 2 (Schmittgen ve Livak,

2008; Rao ve ark., 2013).
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3.2.7. Protein Izolasyonu

Dokulardan protein izolasyonu igin GeneAll ProteinEx Animal cell/tissue (Cat.
No0:701-001) kiti kullanildi.

Dokular bistiiri ile ufak pargalara ayrilarak her bir 6rnekten yaklagik 20-25mg
kullanildi. 250 pl ProteinEx soliisyonu, 2,5 ul proteaz inhibitér kokteyli ve doku hacmi
kadar celik bilye eklenerek homojenizator cihazina yerlestirildi. Tim dokular
parcalanincaya kadar cihazda bekletildi. Islem sonunda bilyeler uzaklastirildi ve
ornekler sogutmali santrifiijde 16.000xg, 4 °C de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatan yeni
bir ependorf tiipe alinarak izolasyon islemi tamamlandi. izole edilen protein érnekleri -
80°C’de muhafaza edildi.

3.2.8. Protein Olgiimii

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

3.2.9. WWOX Geni Protein Analizi

Western blot; hazirlanan 6rneklerin; SDS-poliakrilamid jel elektroforez
islemiyle poliakrilamid jelde yiiriitiilerek, destek membrana transferi ve membrandaki
proteinlerin immunolojik metotlarla gdsterilmesi asamalarindan olusur. Elektroforez
islemi tamamlanan Ornekler, bir destek ortamina (PVDEF/Nitroseliiloz) elektro-blotting
yontemi ile aktarilir. Blotlama islemini takiben membranla antikorlar arasindaki non-
spesifik baglanmalar1 en aza indirebilmek i¢in bloklama yapilarak kullanilacak primer
antikorlarin sadece hedef proteinlere baglanmalar1 saglanir.

Bloklamadan sonra ilgilenilen proteine 6zgii primer antikor ile membran inkiibe

edilir. Baglanmayan primer antikor yikanarak uzaklasgtirilir ve konjuge enzim ya da
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boya iceren sekonder antikor ile membran inkiibe edilerek, primer antikora bagl
sekonder antikor kompleksi olusturulur.

Membran iizerinde 06zgil baglamalar1 tespit etmek i¢in sekonder antikora
konjuge enzimle reaksiyona girerek sinyal olusturacak substratlar kullanilmaktadir.

1- KromojenikTanimlama

2- Kemiliiminesan Tanimlama

3- Floresan Tanimlama (Karaaslan, 2008).

Sekil 3.3: Western Blot Yonteminin Calisma Prensibi

3.2.9.1. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi
Olgiim sonras1 elde edilen protein miktar degerine ve transfer sonrasi
kullanilacak deteksiyon (Kemiluminesans/Kromojenik) yontemine gore jele yiiklenecek
protein miktar1 belirlenir. Kromojenik deteksiyon yontemi kullanilacak ise jele en az 50

ug, kemiluminesans deteksiyon yonteminde ise en az 30 ug protein yiiklenmesi gerekir.
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Deteksiyon yontemine bagli olarak Jele yiiklenmesi gereken minimum miktar

Olciilen protein miktarina boliiniir = A degeri (6rnek miktar)

A degeri 6,5 ul degerine boliiniir = B degeri (NuPAGE Indirgeyici Ajan (10X)
miktart)

B degeri 2,5 ile carpilir = C degeri (NuPAGE LDS Ornek Soliisyonu (4X)
miktart)

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

ornekler 2 dk buz lizerine alinarak sogumasi sagland.

Tablo 3.6. Protein Orneklerinin Hazirlanmasinda Kullanilan Reaktifler ve Miktarlari

Reaktif Miktar

Ornek A degeri

NuPAGE Indirgeyici Ajan B degeri (A degeri/6,5)
NUPAGE LDS Ornek Soliisyonu C degeri (B degeriX2,5)
Deiyonize su X

3.2.9.2 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Yiriitme soliisyonu olarak kulamilan 20xMES Running Soliisyonundan
(ThermoFisher, NP0002) 25 ml bir meziire alinarak iizerine 475 ml distile su eklenerek
1X MES Soliisyonu hazirlandi.

Hazirlanan running soliisyonu ile ilk Once st sollisyon odasina jel,
kuyucuklariin tizerini 0,5 cm gecene kadar dolduruldu. Kalan buffer alt soliisyon
odasina ilave edildi.

Jel kasetindeki ilk kuyucuga 8ul marker (NZY Colour Protein Marker 1I) ve
kalan kuyuculara hazirlanan 50 ul (total protein miktari esitlendikten sonra 50 ul protein

icerecek sekilde hesaplanmistir.) protein Ornegi % 4-12’lik Bis-Tris gradient jele
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(Invitrogen. NP0321Box, ABD) yiiklendi. Ornekler 120V°da 50 dk yiiriitiildii. Yiiriitme
islemi sonunda jel, igerisinde distile su bulunan bir kaba alindi.
3.2.9.3 Blotlama

Blotlama islemi i¢in Biorad transblotter yari-kuru Blotlama Sistemi kullanildi.
Jel ve aktarim yapilacak membran (Nitroseliiloz) iist iiste konularak filtre kagitlar1 ve
blotmala siingerleri arasinda yerlestirildi. Sistem giic kaynagina baglanarak 10 dk’da
blotlama gergeklestirildi.

Membran dikkatli bir sekilde distile su i¢erisine alindi.

Transfer isleminin basarili olup olmadigin1 anlayabilmek i¢cin membran Ponceu
ile boyandi. Proteinler goriildiikten sonra membran ponceudan yikayarak uzaklastirildi.

Bu asamadan sonra Western Breeze kiti kullanildi (invitrogen, Chromogenic
Immunodetection System, Rabbit Primary Antibody Cat:WB7105).

Bloklama islemi i¢in; Soliisyon A: 2ml, Soliisyon B: 3ml, Distile su: Sml olarak
eklendi ve yavas calkalayicida agzi kapali bir sekilde 1 saat bekletildi. Membranlar 20
ml distile su ile 2x5 dk yikandi.

Yikama islemi tamamlanan membranlar 1/500 oraninda sulandirilan WWOX
primer antikor ve GAPDH primer antikor ilave edilerek bir gece calkalayicida
bekletildi.

Membranlar 3x5 dk Antikor Yikama Soliisyonu ve 2x5 dk distile su ile
calkalayicida yikandiktan sonra {izerine 10 ml AP konjuge sekonder antikor eklenerek 1
saat yavas calkalayicida bekletildi.

Daha sonra membranlarin yikama islemi 3x5 dk 20 ml Antikor yikama

soliisyonu ile ¢alkalayicida, 2X2 dk 20 ml distile su ile hizli ¢alkalayicida tamamlandi.
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5 ml kromojenik substrat (Invitrogen, ABD) eklenerek yavas ¢alkalayicida 20 dk
inkiibe edildi. Bantlar goriintiilenebilir hale geldikten sonra reaksiyonu durdurmak icin
2X2 dk 10 ml distile su ile yikama yapildi. Bant goriintiileri kamera yardimi ile alinip
JPEG formatinda bilgisayar ortamina aktarildi ve ImageJ analiz programi yardimi ile
bant kalinliklarindaki kat artis1 oranlar1 hesaplandi.

3.2.10. Verilerin Istatistiksel Analizi

Pterjiyum dokusu ve normal dokulardaki WWOX mRNA ifadesi ve western blot
yontemi ile saptanan protein miktarlarinin istatistiksel analizi i¢in SPSS 18 programi
kullanildi. SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programinda, Independent
Samples T Test kullanilarak elde edilen p degerlerine gore degerlendirme yapildi.
Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak 0,05 kabul edilmis olup, p<0,05 ise anlaml,

p>0,05 ise anlaml1 farklilik olmadig1 yoniinde degerlendirme yapildi.
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4. BULGULAR
Bu calisma; 2015-2017 yillar1 arasinda Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Poliklinigine bagvurarak pterjiyum tanis1 alan 27 hasta ve
ayni hastalarin ayni1 goziine ait saglikli konjonktiva dokusu alinarak Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda yapildi. Calisma grubu yas aralig 43-78 (ortalama
58+8,43) olan 18 erkek 9 kadindan olustu.
Calismaya dahil edilen pterjiyum tanist alan hasta gruplarina ait demografik

veriler tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Pterjiyum Hasta Gruplarina Ait Demografik Veriler

Pterjiyum n=27

Yas 58+8,43
Cinsiyet 18 E/9 K
Sag/sol goz 16sag goz/11 sol goz

Cinsiyet Dagilimi

W kadin merkek

Sekil 4.1: Caligmaya Dahil Edilen Hastalarin Cinsiyet Dagilimi
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Pterjiyum Dokusu Alinan Goz

Msolgdz Msag goz

Sekil 4.2. Calismada Kullanilan Pterjiyum ve Normal Konjonktiva Dokularmin

Alindig1 Goz

4.1. WWOX mRNA Ifade Analizi

Toplam 27 Pterjiyum ve saglikli konjoktiva doku orneklerinden izole edilen
RNA’lardan cDNA sentezi yapilarak Applied Biosystem StepOnePlus cihazinda
Tagman temelli Ger¢ek Zamanli PZR analizi yapildi. Analiz icin referans gen olarak [3-
aktin kullanildi. WWOX ve B-aktin genlerinin Ct (Cycle Threshold) degerleri, 274"
degerlerini hesaplamak i¢in kullanildi.

Elde edilen degerlerin analizi 0,9 — 1,1 araligina gore yapildi. 0,9’dan diisiik olan
degerlerde normal dokuya oranla pterjiyum dokusunda WWOX 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. Pterjiyum Dokusunda WWOX Genine Ait Ger¢ek Zamanli PZR

Goruntusu
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Sekil 4.4. B-Aktin Genine Ait Gergek Zamanli PZR Goriintiisii
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Tablo 4.2: Pterjiyum ve Normal Dokulara Ait WWOX ve Referans Gen (B-Aktin) Ct
Degerleri

HASTA | Ct WWOX Ct B—Aktin Ct WWOX | Ct B-Aktin | 2-AACT
NO PTERJIYUM | PTERJiYUM | NORMAL | NORMAL
1 30,02 22,9 28,28 20,3 1,815
2 31,67 22,14 28,98 20,73 0,411
3 28,07 21,78 36 28,86 1,802
4 33,88 28,76 27,69 23,65 0,473
5 30,11 22,4 34,21 25,8 1,624
6 29,22 19,77 28,88 20,65 0,432
7 27,74 18,78 29,26 20,31 0,993
9 30,38 21,15 30,68 22,04 0,664
11 28,6 19,98 29,47 25,26 0,047
12 27,12 18,87 28,44 19,38 1,753
13 32,71 24,95 28,82 21,64 0,668
14 36,79 27,55 35,9 27,65 0,503
15 31,06 23,2 30,99 23,83 0,615
16 34,21 25,68 34,02 26,82 0,397
17 30,42 21,72 30,39 22,01 0,801
18 31,19 22,81 30,84 22,28 1,132
19 35,57 25,35 28,95 24,45 0,018
20 31,49 24,44 32,68 26,11 0,716
21 37,6 31 31,6 29,1 0,060
22 34,2 26,2 37,9 29,6 1,231
23 39,1 29,6 35,4 31,7 0,018
24 36,2 28,1 35,4 29,6 0,200
26 34,5 29 33,6 30,7 0,160
28 34,11 31,2 35 31,2 1,853
29 37,6 31,3 33,8 30,7 0,110
30 34,8 29,6 32,9 30,1 0,190
31 36,1 30,8 32,4 30,7 0,080
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Tablo 4.3. WWOX ve p-Aktin Genine Ait Ct, ACt, 2 **“Tve p Degerleri

WWOX | B-Aktin ACt AACt [ 27T p

Ct(Ort£Ss) | Ct(Ort+Ss) | (Ort£Ss)
Pterjiyum 32,75+3,34 | 25,14+4,06 | 7,60+1,73 | 1,37 0,695
Dokusu

0,013

Normal 31,94+2,89 | 25,74+4,07 | 6,19+2,40 0 1
Konjonktiva
Dokusu

Gergek Zamanli PZR analiz sonuglarina gore pterjiyum dokusunda ve normal
konjonktiva dokularina gére WWOX gen ifade diizeyindeki azalmanin istatistiksel

olarak anlamli oldugu belirlendi (p=0,013) (Tablo 4.3).

278ACTORTALAMALARI

1 0,695
0,8
0,6
0,4
0,2

0

WWOX ACT

Sekil 4.5. WWOX ve p—Aktin GenineAait Ortalama 2 **“" Degerleri

Ayrica ¢aligsma sonuglarimiza gére WWOX gen ifade diizeyi 27 hastanin 6’sina
ait (%22,2) pterjiyum dokusunda bir artig gosterirken, 19’unda (%70,4) azalma ve

2’sine (% 7,4) ise herhangi bir degisim gzlenmemistir.
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defizim gdsterm .
Y222 H1

Y104 m2
W4 m3

Sekil 4.6: 2T Degerlerine Gore WWOX Gen Ifade Diizeyindeki Degisimler

4.2. Western Blot Analiz Sonug¢lari
Pterjiyum dokusunda WWOX ve GAPDH antikorlar1 ile yapilan analiz

goriintiileri sekil 4.6’de gosterilmistir.

WWOX (46 kDA)

K P K P K P K P
_ GAPDH (37 kDA)

Sekil 4.7. Pterjiyum ve Kontrol Dokusuna Ait Membran Goriintiisii K:kontrol,

P: pterjiyum
Pterjiyum dokusunda WWOX protein diizeyi ortalamalari 0,802+0,17 iken

kontrol grubunda ise 0,963+0,33 olarak hesaplandi.
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Bu sonuglara gore; 5 pterjiyum dokusunda protein miktar1 agisindan artis, 15

dokuda azalma ve 7 dokuda ise herhangi bir degisim saptanmadu. Istatistiksel olarak bu

azalmanin anlamli oldugu belirlendi (p= 0,022) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: WWOX ve GAPDH Proteinine Ait p Degeri

0,2 -

9 11 13 15 17 19 21 23 25 27

WWOX/GAPDH WWOX artis azahs p
(Ort+Ss) orani (Ort£Ss)
Pterjiyum Dokusu 0,80+ 0,17 0,89+0,23
0,022
Normal 0,96+0,33 1
Konjonktiva

Dokusu
1,4 -
1,2

1 4
0,8 1 B WWOX
0.6 1 W KONTROL
0,4 -

Sekil 4.8. Pterjiyum ve Normal Dokularda WWOX Proteinine Ait Artis Azalig Oranlari
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5. TARTISMA

Pterjiyum, konjonktivanin kornea tizerine dogru limbus boyunca kanat seklinde
bliylime gosterdigi invaziv fibrovaskiiler bir doku olarak tanimlanmaktadir. Giines
1s1ginin  ultraviyole (UV) radyasyonu pterjiyum gelisiminde oOnemli bir c¢evresel
faktordiir. Pterjiyum elastik dejenerasyon ile dejeneratif bir lezyon olarak kabul
edilmesine ragmen giiniimiizde yapilan ¢aligsmalar 1s181nda; normal dokuyu istila etmesi,
rezeksiyon sonrasi yiiksek niiks oranlar1 ve sekonder premalign lezyonlarla birlikte
olmasi gibi bir¢ok tiimdr benzeri 6zellik gdstermesi, pterjiyuma premalign doku olma
ozelligi kazandirmaktadir. Spandidos ve ark. pterjiyum olgularmin % 60'1nin timor ve
premalign hiicrelerde yaygin olarak goriilen genetik degisikliklerle uyum gosterdigini
bulmuslardir. Yapilan bir¢ok ¢alismada pterjiyum patogenezinin p53 gen mutasyonu ile
yakindan iliskili  oldugu  gosterilmistir. Bdylece pterjiyumun, dejeneratif
disfonksiyondan ziyade daha g¢ok bir tiimor gibi kontrolsiiz hiicre proliferasyonun
sonucu olarak ortaya ¢iktig1 ve neoplasi benzeri bir biiylime bozuklugu oldugu kabul
edilebilir (Spandidos ve ark., 1997; Weinstein ve ark., 2002; Huang ve ark., 2015).
Pterjiyumun hem simirl lokal istilasi ve metastaz gostermeyen lezyon olmast hem de
hiicrelerinin bir tiimoriin genetik 6zelliklerini gdstermesi pterjiyumun benign neoplastik
bir lezyon olabilecegi yoniindeki diisiinceleri kuvvetlendirmektedir (Weinstein ve ark.,
2002).

Liang ve ark, 33 pterjiyum dokusunda yaptiklari calisma sonuglarina gore;
proliferasyon belirteci olan PCNA ve Ki67 nin yan sira anti apoptotik 6zellikte olan
bcl-2 ifadesinin anlamli diizeyde artmasi pterjiyum patogenezinde hem hiicre
proliferasyonunun hem de apoptozun 6nemli bir yeri oldugunu gostermektedir (Liang

ve ark., 2011).
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16. kromozom {izerinde bulunan FRA16D bolgesi insan genomunda en yaygin
kirilgan ikinci bolge olup bu bolgede siklikla pankreas, prostat, meme, over, 6zofagus,
ve akciger kanserlerinde homozigotik delesyonlar ve heterozigotluk kaybi oldugu
gosterilmistir (Wistuba ve ark., 2000). FRA16D bolgesinde yerlesik WW alani igeren
bir oksidorediiktaz olan WWOX bir timdr baskilayici gendir ve meme, mide, prostat,
kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri ve Wilm’s tiimorleri gibi birgok kanser tipinde
ekspresyonunun degistigi gézlemlenmistir. WWOX’un apoptoz ve hiicre ¢cogalmasi gibi
bircok temel hiicresel siirecteki etkisi yapilan in vivo ve in vitro calismalarla
dogrulanmistir. WWOX proteini, baz1 transkripsiyon faktorleri ile etkilesebildigi i¢in
doku morfojenezinde ve hiicre farklilagsmasinda etkili genlerin ekspresyonunun kontrol
edilmesinde de rol oynar (Nowakowska ve ark., 2014).

Frajil bolgede bulunan WWOX’un kaybi meme kanseri (% 81.8), 6zofagal
squamoz hiicre karsinomast (SCC) (% 38.9), kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri (% 37),
pankreatik adenokarsinoma (% 26.7) ve gastrik karsinoma (% 30.8) gibi ¢ok sayida
insan kanserleriyle iliskilendirilmistir (Lo ve ark., 2015; Schrock ve ark., 2015).

Son yillardaki arastirmalar, normal hiicrelere kiyasla tiimor hiicrelerinde
WWOX protein diizeyinin azaldigini hatta kayboldugunu ve bu bulgunun bazi klinik ve
patolojik parametrelerle ilsikili olabilecegini gostermistir. Cesitli timor tiplerinde
bugiine kadar WWOX genine ait toplam 44 yeni somatik mutasyon saptanmistir;
bunlardan 5 tanesi anlamsiz mutasyon (bas ve boyun kanserlerinde 3, akciger
kanserlerinde 2), 3 tanesi ¢er¢eve kaymasi mutasyonu ve 36 tanesi ise yanlis anlamli
mutasyon olarak belirlenmistir (Aldaz ve ark., 2014).

Yapilan ¢aligmalarla WWOX’un apoptozu uyararak ve genom biitiinliigiiniin

korunmasii destekleyerek tiimor baskilayict etkisini gosterdigi tespit edilmistir.
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WWOX, esas olarak ilk WW alan1 araciligi ile tiimor baskilayici aktivitelerine aracilik
etmek i¢in p53 ailesi tiyeleri, DNA hasar kontrol noktasi proteinleri ve metabolik ve
stres proteinleri ile etkilesime girer (Abdeen ve ark., 2018).

Literatiirde WWOX’un tiimor baskilayici1 aktivitesini destekleyen c¢ok sayida
calisma mevcuttur. Nowakowska ve ark.,’nin, néroblastik tiimor dokusunda yaptiklari
calisma sonucglari, WWOX’un apoptoz ve hiicre dongiisiindeki roliinii destekler
niteliktedir. Bu iliski apoptotik proteinlerle pozitif, hiicre siklusu proteinleri ile negatif
yondedir (Nowakowska ve ark., 2014).

Phuciennik ve ark., Wilm’s tiimér dokusunda yaptiklar1 ¢alismada WWOX
ekspresyonu ile apoptoz proteinleri (BCL2, BCL2/BAX orani), sinyal iletim proteinleri
(EGFR, ERBB4), ve TP73 ile pozitif, hiicre dongiisii proteinleri (siklinler) ile negatif
yonde iliski tespit etmislerdir (Pluciennik ve ark., 2012). Yang ve ark. nazofarenks
karsinom (NPC) dokusunda bu sonuglar1 destekler nitelikte verilere ulagsmislardir. Bu
calismada, WWOX ifadesinin, timorlii olmayan dokulardakine kiyasla anlaml
derecede azaldigi tespit edilmistir (p<<0.05). Yine bu calismada WWOX ifadesinin
azaldig1 dokularda WWOX geninde metilasyon saptanmasi, promotor metilasyonunun
ifade diizeyini etkileyebilecegini gostermistir. Bu sonuglar, WWOX’un, NPC ve
Wilm’s tiimorleri gibi bir ¢ok kanser tiiriinlin gelismesine katkida bulunabilecegi ve
onemli bir prognostik belirte¢ olabilecegini desteklemektedir (Pluciennik ve ark., 2012;
Yang ve ark., 2014).

Buna paralel bir calisma ise Qin ve ark. tarafindan yapilmisitr. Bu ¢alismada
prostat kanserinde, WWOX mRNA ifade ve protein diizeyinin prostat kanseri kaynakl
LNCaP, DU145 ve PC-3 hiicrelerinde kanserli olmayanlara kiyasla 6nemli oSlgiide

diistiigli bulunmustur. Ayn1 zamanda, primer prostat kanserlerinin % 84'tinde WWOX
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ifadesinin azaldig1 bildirilmistir. Bu arastirmacilar da, prostat kanseri kaynakl
hiicrelerdeki WWOX ekspresyonunun azalmasinin, WWOX diizenleyici bolgedeki
DNA hipermetilasyonuna bagli oldugunu tespit etmislerdir (Qin ve ark., 2007; Yang ve
Zhang; 2008).

Nunez ve ark.’nin meme kanserinde WWOX protein diizeyi ile klinik-patolojik
ozellikler arasindaki iliskiyi degerlendirdikleri bir ¢alismada; tiim normal meme epitel
orneklerinde WWOX protein diizeyinin yiiksek miktarda oldugunu, buna karsin invaziv
timorlerin % 34'tinde (69/203 olgu) WWOX ekspresyonuna bagli protein diizeyinin
tamamen kayboldugunu ve % 26'sinda (52/203) ise azaldigini bildirmislerdir. Bu
veriler, WWOX geninin ekspresyonunun meme tiimorlerinin malignite sonu¢ ve
derecesi ile iliskili oldugunu gostermektedir (Nunez ve ark., 2005). Chang ve ark. ise
meme kanserinde WWOX’un, hiicre metastazin1 ve JAK2/STAT3 yolag:1 aracilig ile
hiicre ¢ogalmasini baskiladigi sonucuna ulagmislardir (Chang ve ark., 2018). Benzer
sekilde, Pospiech ve ark’ da ¢alismalarinda WWOX ifade diizeyinin azalmasint meme
kanserinde kotii prognoz ve artan oranda mortalile ile iliskilendirmeleri; WWOX’un
meme kanseri hiicrelerinde tiimor baskilayict 6zellige sahip oldugu fikrini
desteklemektedir (Pospiech ve ark., 2018).

Oral skuaméz hiicreli karsinomalarda (OSSC), Pimenta ve ark. tiimorlerin %
50’sinde WWOX geninde degisiklik tespit etmeleri oral kanser karsinogenezinde
WWOX genindeki degisimin etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozofageal
skuamo6z hiicreli karsinomalarda bdyle bir genin potansiyel roliinii aydinlatmak i¢in,
Kuroki ve ark., 36 tiimor dokusu incelemisler ve 14 timdérde (% 39) WWOX lokusunda
heterozigotluk kaybi, bir timdrde tiimore spesifik bir yanlis anlamli mutasyona ilaveten

diger allelde de kayip ve 2 tiimorde ise ekzon 6-8’in eksik oldugu anormal WWOX gen
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transkriptleri ve bir tiimorde de transkriptin tamamen eksik oldugunu tespit etmislerdir.
Bu sonucglar, WWOX geni degisiminin ve inaktivasyonunun, 6zofagus skuamoz hiicreli
tiimorlerin karsinogenezinde rol oynadigimi disiindiirmektedir (Kuroki ve ark., 2002;
Pimenta ve ark., 2006; Yang ve Zhang; 2008). OSSC'lerde goriilen bu degisiklikler
hematopoietik maligniteler ve pankreas kanserlerinde de goriilmiistiir. Ozellikle,
WWOX transkriptleri, primer vakalarin % 51'inde ve losemik hiicre dizilerinin %
55'inde eksik veya anormaldir. Buna ek olarak, Kuroki ve ark., incelenen tiim
pankreatik kanser hiicre hatlarinda ve alt1 primer tiimér dokusunda WWOX’un hem
MRNA seviyesinde hem de protein seviyesinde 6nemli 6l¢iide azaldigini bulmuslardir
(Yang ve Zhang; 2008).

WWOX’un tiimor baskilayici aktivitesini ¢esitli mekanizmalarla sagladig:
bilinmektedir. Ornegin meme kanserindeki tiimor baskilayici etkisini apoptozu uyararak
degil hiicre proliferasyonunu inhibe ederek gostermektedir. Ayrica yumurtalik
kanserinde ise tlimoOrojeniteyi baskilayabilmek i¢in integrin aktivitesi ve timor
hiicrelerinin fibronektine yapismasini engellemektedir. Lin ve ark, prostat kanserinde
WWOX’un etki mekanizmasini agiklayabilmek i¢in yaptiklari ¢alismada; WWOX’ un
hem mRNA ifadesi hem de protein diizeyinde prostat kanseri dokusunda bir azalma
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica g¢alisma sonuglari; WWOX un, prostat kanseri
ilerlemesini baskilayabilmek ic¢in hiicre dongiisiinde G1 fazindan S fazina gegiste
kontrol noktasinda etkili olan siklin D1’in ekspresyonunu baskiladigini gdstermistir
(Lin ve ark., 2015).

Cui ve ark., 38 primer 16semi hastasi ve 10 losemi hiicre hattinda yaptiklar
calsmada 16semide WWOX ifadesinin anlamli diizeyde azaldigini, ve WWOX’un timér

baskilayict etkisini hem mitokodriden sitokrom-c salinimini uyararak hem de kaspaz-9
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ve kaspaz-3’t aktive ederek gosterdigini tespit etmislerdir. Bu sonuglar WWOX’ un
l6semik hiicrelerde tiimor baskilayici bir etkisi olabilecegini ve bunu da mitokondriyel
yolak araciligi ile apoptozu uyarip hiicre proliferasyonunu baskilayarak gosterdigini
ortaya koymustur (Cui ve ark., 2013).

Winardi ve ark., bir ¢esit beyin tiimorii olan 38 astrositom dokusunda yaptiklari
calismada; normal dokuya oranla 19 dokuda WWOX protein diizeyinde yiiksek oranda,
14 dokuda orta diizeyde 5 dokuda ise hafif diizeyde bir azalma oldugunu bildirmislerdir.
WWOX diizeyindeki bu azalmanin hastalarin yasi, tiimoriin yerlesimi ve semptomlarin
siddeti ile iliskili oldugu goriiliirken bu degisikligin hastaligin asamasi ile bir uyum
gostermedigi goriilmiistiir. Bu sonuglar WWOX’un astrositom patogenezinde erken
donemde etkili olabilecegini gostermistir (Winardi ve ark., 2013).

Ekizoglu ve ark, 80 bas ve boyun skuamoz hiicre karsinomasinda kontrollere
oranla 61 dokuda (% 76,3) WWOX ifadesinin anlamli diizeyde azaldigini, bu ifade
degisiminin metilasyona bagli olabilecegini ve bu karsinomda WWOX inakitasyonunun
etkili olabilecegini bildirmislerdir (Ekizoglu ve ark., 2015).

Park ve ark., hepatoseliiler karsinoma (HCC) hiicre hattinda yaptiklari
calismada; WWOX ifade diizeyinde % 60 oraninda bir azalma oldugunu ve bu durumun
ekzon 6-8’in delesyonu sonucu olusan anormal WWOX {iriinleri ile uyum gosterdigini
tespit etmislerdir. 18 hiicre hattinin 13’lin normal karaciger dokusuna oranla WWOX
protein seviyesinin azalmast HCC’de WWOX geninin anormal formlarinin
bulundugunu ve WWOX’un HCC karsinogenezinde rol oynayabilecegi ihtimalini
artirmaktadir (Park ve ark., 2004). Bu sonuca paralel sekilde, Zhou ve ark.,
hepatoseliiler karsinomada hastalifin patolojik ve prognostik o6zellikleri ile WWOX

ekspresyonunun iligkisini arastirdiklar1 calismalarinda; agresiflik ve niiks agisindan
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WWOX’un azalan ifade diizeyi ile iliskili oldugunu gostermislerdir. Bu da WWOX’ un
HCC i¢in prognozu ongdren potansiyel bir biyobelirteg olarak diisniilebilecegini
miimkiin kilmistir (Zhou ve ark., 2018). Tiim bu sonuglar, hiicre proliferasyonunda
artis, yiiksek niiks oranina sahip olmasi ve agresif Ozellikler géstermesi gibi bir¢ok
acidan premalign dokulara benzerlik gosteren pterjiyum patogenezinde WWOX geninin
Onemli bir rolii olabilecegini diislindiirmektedir.

Huang ve ark., ise primer (8) ve niiks (8) pterjiyum dokusunda yaptiklar
calismada dokular1 bas ve boyun kisimlarina ayirarak konjonktiva dokusu ile
kiyaslamiglardir. Calisma sonuglar1 6zellikle bas bolgesinde WWOX ekspresyonunda
bir artisin oldugunu gostermistir (Huang ve ark., 2015). Ancak bu sonuglarin bizim
sonuclarimizla uyusmamasit nedeniyle yapilacak yeni c¢aligmalarla bu verilerin
dogrulanmasi gerekmektedir.

Bu calismada, pterjiyum dokusunda WWOX’un ifade ve protein seviyesi normal
konjonktivaya oranla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (sirasiyla
p=0,013 ve p=0,022). Tiim bu veriler géz Oniine alinirsa, ¢calisma sonug¢larimiz, timor
dokularinda WWOX ifade ve protein diizeyinin kanserli olmayan dokulara oranla
azaldig1 sonuglarini destekler niteliktedir.

Elde ettigimiz sonuglar pteryijum patogenezinin daha iyi anlagilabilmesi ic¢in
molekiiler bir temel saglayabilir. WWOX’un bir tiimor baskilayict gen olmast ve
ekspresyonunun pterjiyum dokusunda diisiik bulunmasi pterjiyumun kanser analogu bir
doku olma 6zelligini desteklemektedir. WWOX ifade diizeyindeki bu azalma, promotor
bolge hipermetilasyonundan kaynaklanabilecegi gibi WWOX geninde mevcut
mutasyonlardan da kaynaklanabilir. Bu baglamda, sonuglarimizin WWOX metilasyon

caligmalari, mutasyon analizleri, WWOX ve etkili oldugu hiicresel yolaklardaki
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proteinlerle pterjiyumun olas1 iligkilerinin arastirilacagi doku kiltiirii dahil ileri

caligmalarla desteklenmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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