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OZET

Amagc: Uzun sireli ultraviyole 1siga maruziyetin tetikledigi bir cesit benign
proliferasyon oldugu dustinilen  pterjium dokusunda bir onkogen olan K-ras
mutasyonu sikligmin degerlendirilmesi

Metot: Selcuk Universitesi Tip Fakiltesi Goz Hastaliklart A.D. ‘da otogreft ile
pterjium eksizyonu esnasinda ahnan pterjium ve normal doku 6rnekleri DNA
izolasyonuna kadar -80°C’de saklandi. Cahsmanin diger prosedurleri Konya
Necmettin Erbalan Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda yiritildi. Taze
dokudan DNA izolasyonu “QlAamp DNA FFPE tissue kit” ile yapildi. PCR ile
DNA’nin K-ras geni kodon 12,13 ve 61 bolgelerini igeren dizileri amplifiye edildi..
Elde edilen driinlerde “pyrosequence” sistemi kullanilarak K-ras kodon 12, kodon 13
ve kodon 61 ‘de mutasyon mevcudiyeti degerlendirildi.

Bulgular: Calismada toplam 25 olgunun (10 kadin, 15 erkek) pterjium ve normal
doku 6rnekleri degerlendirildi. Olgularin yas ortalamasi 54.54+13.13°dl. Pterjium
18 olguda (% 72) korneayi 2-4 mm geciyordu (tip 2), 7 olguda (% 28) ise korneay: 4
mm’den fazla (tip 3) geciyordu. On bes olgunun (%60) bilateral pterjiumu mevcuttu.
Pterjium tim olgularda temporal lokalizasyondaydi ve hepsine ilk kez pterjium
cerrahisi uygulandi. Yapilan analizde olgularin normal dokularinda K-ras mutasyonu
saptanmazken, ayni bireylere ait pterjium dokularinda Kodon 12’de 1 olguda, kodon
61’de 7 olguda mutasyon saptandi. Kodon 61’deki bu nokta mutasyonlar: 4 olguda
glutamin ile arjinin (Glu61Arg CAA>CGA), 3 olguda ise glutamin ile l6sin
(Glu6lLeu;CAA>CTA) seklindeydi.

Sonug: Etiyopatogenezi halen tam olarak anlasilamamis olan pterjium dokusunda K-
ras geni 61. Kodonunda istatistiksel olarak anlamli oranda mutasyon saptanmasi bu

olusumun benign bir timore benzer dzellikler tasidig: fikrini desteklemektedir.



ABSTRACT

Aim: To evaluate the frequency of mutation of the oncogene K-ras in pterygium
tissues which are claimed to be a benign proliferation triggered by prolonged
exposure to ultraviolet radiation.

Metot: Pterygium tissuses and normal conjunctiva tissue specimens obtained from
patients who underwent pterygium excision with autogreft in Selcuk University
Faculty of Medicine, Department of Ophthalmology, were stored at -80°C until DNA
extraction. Following laboratory procedures were performed at Konya Necmettin
Erbakan University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics. DNA
extraction from fresh tissue was performed using the “QlAamp DNA FFPE tissue
kit”. A PCR reaction was performed to amplify sequences containing codone 12, 13
and 61 in K-ras gene of the DNA. The PCR products were evaluated for K-ras
mutation at codone 12, codone 13 and codone 61 with the *“pyrosequence” method.
Results: In the study pterygium and normal conjunctival tissue samples of 25 cases
(10 female, 15 male) were evaluated. The mean age was 54.54+13.13’dii. Pterygium
was exceeding the cornea 2-4 mm (type 2) in 18 cases (% 72), more than 4 mm
(type 3) in 7 cases (% 28). Fifteen cases presented bilateral pterygium. All cases
had pterygium on the temporal quadrant and underwent primary pterygium excision.
The genetic analysis revealed lack of any K-ras mutation in normal conjunctival
tissues, in contrast pteryigum tissues of the same cases demonstrated mutation at
codone 12 in 1 case and mutation at codone 61 in 7 cases. The point mutations at
codone 61 were glutamine to arginine (Glu6lArg CAA>CGA) in 4 cases and
glutamine ile leucine (Glu61lLeu;CAA>CTA) in 3 cases. .

Conclusion: Though the pathogenesis of pterygium is already unknown the
statistically significant mutation in K-ras gene at codone 61 supports the hypothesis

being a benign tumor proliferation.
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1. GIRIS ve AMAC

Konjonktivanin 6zellikle ultraviyole 1s1ga maruziyetle siki baglanti gosteren,
bir cesit benign proliferasyonu olan pterjiumun etiyopatogenezi halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Ultraviyole 1s1ga uzun sireli maruziyetin en 6nemli risk faktorii
oldugu gosterilmis olmakla birlikte bunun pterjium olusumunu nasil tetikledigi halen
netlesmemistir. Benign cilt timdorlerinde de patogenezde rol oynayan ultraviyole
15181n bu dokularda timaor supresor genlerin birgcogunun ve bir onkogen olan K-ras’in
aktivasyonuna yol actig: cesitli calismalarda bildirilmistir.

Benign bir timor sayilan pterjiumda ultraviyolenin etkisi bilinmesine ragmen
timor  supresor ve onkogenlerin  etkisi literatirde ¢ok az caligmada
degerlendirilmistir. K-ras onkogeni mutasyonu Uzerine ise yalniz bir c¢alisma
mevcuttur. Detorakis ve ark.nin bu c¢alismasinda doku Orneklerinin %10’unda
Ozellikle rekirrens gosteren geng olgularda kodon 12’de K-ras mutasyonu
gosterilmis ancak kodon 61 ¢alisgiimamistir. (Detorakis ve ark. 2005).

Bu tez kapsaminda konjonktival otogreft teknigi ile pterjium eksizyonu
yapilan bir olgu serisinde pterjium olgularinin morfolojik olarak siniflandiriimas: ve
dokuda K-ras ekzon 2, kodon 12 ve 13, ekzon 3 kodon 61 mutasyon analizi
yapilmasi amac¢lanmustir. “Pyrosequence” yonteminin kulanilmas: sayesinde yuksek
guvenilirlik dizeyi saglanmistir.  Molekiler bulgular ile demografik ve
klinikopatolojik  verilerin iligkilendirilmesi, sonuclarin literatir  esliginde

degerlendirilmesinin yapilmasi planlanlanmastur.



2. GENEL BILGILER
2.1 Pterjium

Goz kapagi arahginda, tipik olarak ti¢cgen seklinde, konjonktivadan korneaya
dogru uzanan fibrovaskuler bir doku olan pterjiumun toplumda yayginhg: %0.3-29
arasinda degismektedir (Moran ve Hollows 1984; Taylor ve ark. 1992). Genellikle
kadin-erkek orani esittir. Ancak bazi toplumlarda erkeklerin gevre faktorlerine daha
fazla maruz kalmasiyla iligkili olarak erkek orani daha belirgin olabilmektedir.
Literatlirde wrksal farkliliklar da bildirilmistir (Skolnick ve Grimmett 2005).

Pterjium gozun siklikla nazal kadraninda goralir. Ancak nadiren temporal
kadran da beraberinde etkilenebilir (Resim 1). Olgularin yaklasik 1/3’0 bilateral
tutulum gostermektedir.

Resim 1.
Pterjiumun
Goruniimu

Klinik muayene bulgularina gore baslik, bas ve govde olarak i¢ kisma ayrilir.
Baslik pterjiumun korneaya dogru ilerleyen kisminda gri beyaz , kavisli subepitelyal
kornea opasitesidir. Bu bolgede korneanin Bowman tabakas: hasarlanmistir. Kronik
vakalarda basligin onlnde anormal gobllenen gOzyasi kornea epitelinde demir
depozitlerinin birikmesine neden olur. Bu birikim Stocker ¢izgisi olarak adlandirilir.
Bas kismi kabarik beyaz bir kitledir ve korneaya siki olarak yapisiktir. Govde
damarl, kabarik, hareketli bir kitle seklindedir. Ust ve alt kenarinda normal
konjonktivadan belirgin bir hat ile ayrilir. Bu hat pterjiumun cerrahi tedavisinde
onemlidir. Aktif pterjiumda damarlar dolgundur ve slrekli buyime gosterir.



Tekrarlayan enflamasyon ataklar: gorulebilir. Bazen olgularda pterjium yillarca

sessiz kalip damarli yapinin gerilemesi ile diizlesebilir.

Pterjiumlar klinik 6zelliklerine gére 3 gruba ayrilir. Bu smiflandirmada
blyuklik, vaskilarizasyon, kornea ylzeyine yayilim ve optik zonu tutmas: esas

alinmastur.

Tip 1: Kiguk primer pterjiumu tanimlar. Limbusta sinirli olup korneay:
minimal infiltre etmektedir. Fibroz, pinguekular ve klasik tip olmak Uzere (¢ tipi

mevcuttur.

Tip 2 : Optik zonu tutmayan fakat korneaya 2-4 mm ilerlemis primer veya

niks pterjiumdur.

Tip 3: Optik zonu tutmus ileri primer veya niks pterjiumlardir. Kornea

kahnligmin %30°u lezyon tarafindan infiltre edilmistir.

Semptomlarin siddeti genellikle klinik tiple orantiidir. Tip 1’de hafif
derecede rahatsizlik gozlenirken Tip 2 ve 3’de hastalar yabanci cisim duyusu,
yanma, sulanma ve bulanik gérmeden sikayet edebilirler (Skolnick ve Grimmett
2005; Yagmur 2007). Snellen eselinde gorme iyi bile olsa kamasma ve kontrast
duyarhlikta azalma olusabilir (Lin ve ark. 1989). Bu bulgularin bircogu pterjiumdaki
aktif inflamasyonla iliskilidir. Baz1 olgularda kornea yiizeyinde olusturdugu ¢cekme
etkisi korneada diizlesmeye yol agmaktadir. ilerlemis olgularda goz hareketlerinde
kisithilik ve diplopi olusturabilir. Kozmetik olarak da hos olmayan bir gorintlye yol
acmaya baslar (Skolnick ve Grimmett 2005).

2.1.1 Etiyoloji ve Patogenez

Pterjiumun UV 1s1ga maruziyet, kuru ve sicak iklim vb. gevresel faktorlerle
iligkili oldugu ileri surtilmektedir. Bu iligki ile ilgili kuvvetli epidemiyolojik veriler
mevcuttur. Chen ve ark. (2013) pterjium oraninin daglarda oturanlara gore deniz
kenarinda oturanlarda cok daha yiksek oldugunu gostermistir. Ekvatora yakin
bolgelerde bu fibrovaskiler lezyonun popilasyonun yaklasik %22’sini etkiledigi
tahmin edilirken (Coroneo 1993; Hilgers ve ark. 1960), ekvatora uzak bdlgelerde
prevalans %2’nin altina dismektedir. (Mackenzie ve ark. 1992). Gunes 1sigindaki

ultraviyole 1sinlar1 pterjiumun gelisimindeki en Onemli cevresel faktor olarak
3



gorulmektedir. Ayrica erkeklerde kadinlara gore 2 kat daha fazla gorilmesi de bazi
ulkelerde erkeklerin kadinlara gore dis ortamda daha fazla zaman gegirmesine
baglanmaktadir (Skolnick ve Grimmett 2005).

Pterjiumun daha ¢ok nazalde gorilmesi ise temporalden gelen isinlarin
temporal kornea tarafindan kirilarak nazal korneada odaklanmasi, bu nedenle nazal
korneanin daha fazla UV’ye maruz kalmasi ile agiklanmaktadir. UV’ye maruziyetin
kornea konjonktivalizasyonunu Onleyen sabit bir bariyer olan limbal kok
hicrelerinde tahribata dolayisiyla bariyerin hasar gdrmesine yol actigi ileri
strilmektedir (Coroneo 1993). Bu hasarin nasil oldugu konusunda ¢ok sayida
caligmada farkl: hipotezler ileri surilmustur. Simdiye kadar yirutilen calismalarda

etkisi oldugu gosterilen faktorler su basliklar altinda toplanabilir:

Kalitsal genetik faktorler
Epigenetik degisiklikler
Oksidatif stres

Hicre siklus regulasyonu
Inflamatuar medyatorler
Immiinolojik mekanizmalar
Buyume faktorleri

Anjiojenik stimulasyon

© © N o g &~ NP

Ekstraselller matriks modulasyonu

[EY
o

. Kolesterol metabolizmas: modifikasyonu

[
[

. Virusler

1. Kalhtsal genetik faktorler

Baz1 olgularda da pozitif aile 6ykist bildirilmistir.  Pterjiumun otozomal
dominant inkomplet penetrans ile kalitim gosterdigi iddia edilmis ancak kesin olarak
gosterilememistir (Chui ve ark. 2008, Di Girolamo ve ark. 2006). Su ana kadar
pterjium olusumu ile direk iliskili, kalitimi gdosterilmis bir gen bdlgesi mutasyonu
bulunmamaktadir. Hucre siklus regulasyonunda gorev alan bazi proteinlerde
polimorfizm, bir timoér supresdr gen olan p53’tn veya ras onkogenlerinin

mutasyonlar: bildirilen genetik degisikliklerdendir, ancak bu degisikliklerin



kalitimlar: ile ilgili bir bilgi literatirde bulunmamaktadir (Weinstein ve ark. 2002;
Tung ve ark 2010; Detorakis ve ark. 2005)

2. Epigenetik degisiklikler

Chien ve ark.nin ¢alismasinda da (2013) ilk defa olarak primer pterjiumlarda bir
tumor supresor olan ve kornea epitel farklilasmasinin yani kdk hicre fonksiyonunu
ve doku gelisimini kontrol eden miR-145'nin azaldigi ve bunun pterjiumdaki
kismen elastik dejenerasyonla negatif korelasyon gésterdigini bildirmistir. Ozellikle
de miR-145’in kok hucrelerin kendini yenileme sirecinde, pluripotent genlerin
indiiksiyonunda, limbal bdlgede farklilasmanin represyonu gibi fonksiyonlarindaki

bozulmanin pterjium patogenezinde rol oynadig: ileri surtlmustur

Riau ve ark. (2011) ise cahsmalarinda TGM-2, MMP-2 ve CD24
proteinlerinin anormal ekspresyonu ile iligkili aberran DNA metilasyon bolgeleri
oldugunu gOstermiglerdir. TumoOr supresér geni pl6é promotor bdlgesinin
hipermetilasyonu ve buna bagli azalmis ekspresyonunu ve buna bagl kontrolsiz

hicre ¢cogalmasi oldugunu bildiren calismalar da mevcuttur (Chen ve ark. 2006).
3. Oksidatif stres:

UV radyasyonun oksidatif DNA hasarina yol actig1 bilinmektedir ve pterjium
patogenezinde bunun 6nemli bir faktor oldugu dusunilmektedir. Hatta pterjiumlu
olgulardaki demir birikiminin de lokal epitel hicrelerinde oksidatif strese bagl
demir homeostazisindeki bozulmanin gdstergesi oldugu duslinilmektedir (Loh ve
ark. 2009). Oksidatif stres artmis reaktif oksijen ve nitrojen turevlerini agiga
cikarmakta ve bu da DNA hasarina, lipid peroksidasyonuna ve protein yapisinda
degisikliklere yol agmakta yani pterjium patogenezinde primer rol oynamaktadur.
Cesitli calismalarda DNA oksidatif hasarmi gosteren dnemli markirlardan biri
olan 8-hidrokisiguanozin pterjium dokusunda gosterilmistir (Kau ve ark. 2006;
Tsai ve ark. 2005a; Perra ve ark. 2006). 8-Hidrokisiguanozini metabolize eden 8-
hOGG1 enziminin pterjiumda aktivitesinin arttigi bildirilmektedir (Tsai ve ark.
2005a). Ayrica  hOGGL’in gesitli polimorfizmlerinin pterjium riskini arttirdigini
rapor eden calismalar da bulunmaktadir (Kau ve ark. 2004). Glutatyon S-
transferaz M1 null genotipi UV 1s18a maruziyeti arttirmakta ve pterjiumlu geng

bireylerde frekansinin yiksek oldugu bildirilmektedir (Tsai ve ark. 2004a).



4. Hucre siklus regulasyonu

Hucre siklusu regulasyonunun isleyisinde apoptozis regulasyonunun
bozulmasinin pterjium patogenezinde anlaml: bir roli bulunmaktadir. UV 1s181n
kornea epitelinde apoptotik degisiklikleri tetikledigi gosterilmistir (Podskochy ve
ark. 2000; Ren ve Wilson 1994). Bu degisiklik pro-apoptotik proteinler (Orn: bax) ve
anti-apoptotik proteinler (bcl-2) arasindaki dengenin antiapoptotikler lehine
bozulmasindan kaynaklanir. Apoptozise direngli hale getiren bu degisim pterjium
bazal epitelinde yiizeyel tabakalara gore daha belirgin olmaktadir (Tan ve ark. 2000;
Podskochy ve Fagerholm 2001; Di Girolamo ve ark. 2004). Ayrica pterjium
impresyon sitolojisi spesmenlerinde skuam6z metaplazi ve daha az apoptotik
markirlar saptanmistir (Wang ve ark. 2000). Apoptozisin iki 6nemli markirindan olan
TUNEL boyamalar1 ve bax normalde tam kat boyanma gosterirken pterjiumun
sadece epitel bazal tabakasinda boyanma gdstermektedir. Bir antiapoptotik protein
olan Dbcl-2’de  normal konjonktivada bulunamazken pterjium dokusunda
bulunabilmektedir (Tan ve ark. 2000). Apoptozis protein inhibitorleri ailesinin bir
uyesi olan survivin de pterjiumla iligkili bulunmustur. Maxia ve ark. (2009) UV-B
maruziyetinin ve buna bagl oksidatif stresin “survivin” dlzeyinde artisa yol agtigini
ve bunun da UV-indiklenmis apoptozis ve hiperproliferasyona dirence yol agtigini
ileri stirmistr.

Tumor supresor p53 bir yandan proliferasyonu Onlerken diger yandan DNA
mutasyonu varliginda apoptozisi indikleyerek bir kontrol noktasi gorevi
ustlenmektedir. Cesitli calismalarda pterjium bazal epitelinde artmis p53 duzeyi
gosterilmistir (Dushku ve ark. 1999; Tan ve ark. 1997; Weinstein ve ark. 2002).
Ancak bu artisa ragmen mutasyon nedeniyle proteinin normal fonksiyon
goOsteremedigi ileri surtlmektedir (Dushku ve Reid 1997; Ueda ve ark. 2001,
Reisman ve ark. 2004). P53 Mutasyon orani cesitli calismalarda %15.7-38.1
arasinda bildirilmektedir Ueda ve ark. 2001; Reisman ve ark. 2004; Tsai ve ark.
2005b). Bu da UV radyasyonun p53’0 stabilize ettigi bu nedenle pterjiumda
dizeyinin arttig1 hipotezini desteklemektedir (Ashcroft ve ark. 1999). Literatlrde
p53’Un pterjium gelisiminde roli olmadigmi iddia eden calismalar da mevcuttur
(Schneider ve ark. 2006; Tsai ve ark. 2004b, 2005c).

Ayrica enterasan olarak p53 ekspresyonu epitel ve bazal tabaka arasinda da

degisiklik goOstermekte bazal tabakada ylzeyel tabakaya gore daha yuksek
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seyretmektedir. Bu bulgu transkameral yolla limbal kdk hiicrelerin solar 1s1ga artms
maruziyeti ile agiklanmaktadir (Di Giroloma ve ark. 2004; Tan ve ark. 1997;
Weinstein 2002).

SNP markirlar: genler ve hastaliklar arasindaki kompleks iliskiyi belirlemede
etkin bir aragtir. P53 kodon 72 polimorfizmleri (rs104(21)2522, G/C Ard 72Pro)
tumor suphesi icin en 6nemli markirdir (Liu ve ark. 2012). Bir calismada 36
pterjium Orneginden 30’u heterozigot gl prolin aleli icin homozigot, 2’si arjinin
aleli icin homozigottur, kontrol grubunda ise 21 hastadan 12’si heterozigot, 7’si
proline aleli icin homozigot, 2’si arjinin aleli igin homozigottur (Rodrigues ve ark.
2008). p53 proteinin anormal ekspresyonunun kodon 72 polimorfizmi birlikteligi
pterjium patogenezinde p53 mutasyonunlarmin rol oynadigini distndirmektedir
(Hussain ve ark. 2001).

P53 DNA tamir sisteminde anahtar bir rol oynadigindan sistemin asagi akis
komponentleri anormal ekspresyona ugruyor olabilir. Cift sarmalli DNA Kkirik
tamirinde rol oynayan genler 6zellikle MRN kompleksi uyeleri (Mrell-Rad50-
Nbsl), RAD 51 ve iki RAD51 paralogu (XRCC2 ve XRCC3) pterjium olgularinda
kontrol gruplarina gore farkli ekspresyona ugramaktadir (Lekawa-llczuk ve ark.
2011). Pterjium dokularinda kontrol konjonktiva dokularina gére RAD50 proteininin
fazla ekspresyonu gozlenmektedir. RADS0 ¢ift sarmalli DNA kiriklarinin hizh
tamirini tetiklemede rol oynamaktadir (Delmas ve ark. 2009). Pterjium dokularindaki
asir1 ekspresyonu rekombinasyonel DNA tamir mekanizmalarinin aktivasyonun s6z
konusu olabilecegini dustndirmektedir. RAD51, XRCC2 ve XRCC3 genlerinin
ekspresyonu pterjium rekirrens 0ykisu olan hastalarin periferik kan lenfositlerinde
de artmistir. RADS51’in aktivitesini reglle edebilen PLK1 (polo benzeri kinaz 1)’de
pterjiumda ylksek ekspresyona ugramaktadir (Lu ve ark. 2009). Bu kanmit pterjium
patogenezi ve ¢ift sarmalli DNA kirik tamir sistemleri arasinda temelden bir baglant:

oldugunu gdstermektedir.

Etiyopatogenezde pl16, p27, p63 (p53 gen ailesinin bir Gyesi), cyclin D1,
Ki67, prolifere olan hiicre nikleer antijeni, K-ras ve Ku70 gibi baska hiicre siklus
regulatorlerinin de rolleri Uzerinde ¢ahsilmistir. pl6, p27, p63 (p53 gen ailesinin bir

uyesi), cyclin D1, Ki67, prolifere olan hiicre nikleer antijeni, K-ras hicre



bélinmesinde G1-S kontrol noktasinda gorev yapmaktadir (Sakoonwatanyoo ve ark.
2004; Chen ve ark. 2006; Tong 2008a; Kase ve ark. 2007a). Ku70 DNA ¢ift sarmal
kirik tamir proteinidir ve pterjiumda polimorfizmi bildirilmistir (Tsai ve ark. 2007).
Bu proteinlerin regulasyonunun kaybi pterjiumun kontrolsiiz biyimesine yol
acmaktadir. Ayrica telomeraz aktivitesinde artis ve buna bagli hiicre replikasyonu
sirasinda telomer kisalmasinin engellenmesi ve hicre émriinde uzama oldugu da

gosterilmistir (Shimmura ve ark. 2000).

S100 proteini hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve farklilasmas: gibi
biyolojik fonksiyonlari module eden diger proteinlerle etkilesen, kalsiyum ile aktive
olan bir sinyal proteinidir (Zimmer ve ark. 1995; Lukanidin ve ark. 2012). Pterjium
dokusunda S100A6, S100A8 ve S100A9 gibi S100 proteinlerinin  normal
konjonktivaya gore daha fazla ekspresyona ugradig: bildirilmistir (Jaworski ve ark.
2009; Riau ve ark. 2009). Ayrica doku faktorinin de epitelyal-mezensimal gegise
bagl yada bagimsiz yolaklarla pterjium formasyonunda rol oynadigi gosterilmistir
(Ando ve ark. 2011). Aymt zamanda COX-2 (siklooksigenaz-2) ve vaskiler
endotelyal biyime faktorl eksprese eden maktofajlarin da pterjium patogenezi ile
iligkisi bildirilmektedir (Park ve ark. 2011). NF-kB yolagmin da pterjium
dokularinda normal konjonktiva dokularina gore daha fazla aktive oldugu rapor
edilmistir (Siak ve ark. 2011, Torres ve ark. 2011; Lan 2012). inflamatuar sitokin
TNF-a ile stimilasyon pterjium fibroblastlarinda kanonik ve kanonik olmayan NF-
kB yolaklarmi aktive edebilir (Siak ve ark. 2011). Primer pterjiumda COX-2 ve
survivin proteini arasinda anlaml: korelasyon oldugu da bildirilmektedir ki bu da
pterjiumun anti-apopitotik bir mekanizmadan kaynaklandigmi dustndirmektedir
(Maxia ve ark. 2009).

5. Inflamatuar medyatorler

UV-B maruziyeti cesitli kemokin, sitokin ve biyime faktorlerinin
indiklenmesine ve buna bagh olarak inflamatuar hicre toplanmas: ve
neovaskilarizasyona yol acabilmektedir. Interlokin-6 (IL-6), IL-8 ve timor nekroz
faktori —o. pterjiumda ve UV-B maruziyeti sonrasi artmaktadir (Di Girolamo ve
ark. 2002; Kria ve ark. 1998; 1996). UV-B maruziyeti sonrasi IL-1’de de artis
olmakta ve baska inflamatuar medyattérler ve matriks metalloproteinazlarin

artmasina yol agmaktadir. (Di Girolamo ve ark. 2004). Pterjiumda siklooksigenaz-
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2’de de artis olmakta ve bu da prostaglandin drinleri ve inflamatuar kaskadlarda
artisa neden olmaktadir (Chiang ve ark. 2007). Hicre farklilasmas: ve inflamasyonda
rol oynayan fosfolipaz —D’nin de pterjiumda arttigi bildirilmistir (Tong ve ark.
2008b). Inflamatuar medyatorler pterjiumda genellikle primer degil bazi
degisikliklere ikincil olarak artig gostermektedir (Bradley ve ark. 2010).

6. Imminolojik mekanizmalar

Immiinolojik mekanizmalarin pterjium patogenezindeki rolii kesin olarak
gosterilmemis olmakla birlikte doku orneklerinde artmis sinyalizasyon, vaskdler
hlcresel adezyon molekuli-1, interseltiler adezyon molekuli -1°de artis ve HLA-DR
aberrant ekspresyonu gosterilmistir (Beden ve ark. 2003; loachim-Velogianni ve ark.
1995). Diger sinyalizasyon molekdillerinden E-cadherin ve p-katenin pterjium
basinda artmis ve konsantredir (Kase ve ark. 2007b). Artmis B-kateninin cesitli
hicre siklus proteinlerini ve matriks metalloproteinazlar1 arttirdig: bildirilmistir
(Kato ve ark. 2007). Mast htcreleri, lenfositler, plazma hucreleri, dendritik hiicreler
ve CD4+ ve CD8+ T hicrelerinin arttigi da dokimente edilmistir (Beden ve ark.
2003; loachim-Velogianni ve ark. 1995; Ribatti ve ark. 2007). Ayrica anormal IgE
ve | depolanmasi ve yakin zamanl: bir ¢calismada makrofaj inflamatuar protein-4’de
artis gosterilmistir (Pinkerton ve ark. 1984; Liu ve Yang 1993; John-Aryankalayil ve
ark. 2006). Tip 1,3 ve 4 hipersensitivite reaksiyonunun da pterjium gelisiminde rol
oynadig1 distinilmekle birlikte tim bu saptanan degisikliklerin patogenezde mi rol
oynadigr yoksa pterjium olusumuna ikincil mi eksprese olduklari bilinmemektedir
(Pinkerton ve ark. 1984; Liu ve Yang 1993).

7. Buyume faktorleri

HB-EGF, VEGF, b-FGF, trombosit-derive biyume faktoriu, TGF-B, insulin
benzeri buyime faktori baglayici protein -2 ve kok hicre faktort gibi hicre
proliferasyonu, inflamasyon, bag doku “remodelling”i ve anjiogenezde rol oynayan
blylme faktérlerinde artis bildirilmistir (Chiang ve ark. 2007; Nolan ve ark. 2004;
Jin ve ark. 2003; Solomon ve ark. 2003; Wong ve ark. 2006; Maini ve ark. 2002).
UV-B’ye maruziyet HB-EGF, VEGF ve bFGF’i arttirmaktadir. HB-EGF hem
pterjiumda hem de fibroblastlarda hucre migrasyonunu indilklemektedir. PEDF ve

instlin benzeri blytme faktoru baglayict protein-3 diizeyinde artis da gosterilmistir.



PEDF anjiojenik inhibitor olarak fonksiyon gormektedir, bu nedenle dizeyinin
azalmas: anjiojenik uyariya ve pterjium olusum ve progresyonuna yol agmaktadir
(Jin ve ark. 2003; Solomon ve ark. 2003; Wong ve ark. 2006).

8. Anjiojenik stimulasyon

Pterjiumda VEGF, trombospondin-1 ve substans P gibi birgok anjiojenik
faktor gibi birgok anjiojenik faktor artmistir (Aspiotis ve ark. 2007; Chui ve ark.
2007). Bu faktorlerin gbozyasi ve plazma duzeylerinin de artmast ETS-1
transkripsiyon faktorunt arttirarak anjiojenik aktiviteyi direk tetiklemektedir (Naib-
Majani ve ark. 2007). Anjiojenik yolaklarin indiklemesi ve buna bagh pterjiumun
neovaskilarizasyonuna yol agmakta, pterjium gelisimi ve buyiumesinde rol
oynamaktadir. Vaskiler endotelyal hicre markirlart 6rnegin CD31+ pterjiumda
artmis olarak saptanmustir (Aspiotis ve ark. 2007). Bunun yanisira integrin molekuli
P ve E-selektinin yogun boyanmasi ile pterjiumun vaskilarizasyonunun aktif
proliferatif durumda oldugu gosterilmistir. VEGF’in yanisira induklenebilir nitrik
oksid sentetaz da ekspresyona ugrayarak artmakta ve anjiogenez ve inflamasyona yol
acmaktadir (Lee ve ark. 2001). Bir baska calismada da eritropoetin reseptoriinde artis
gOsterilmis ancak eritropoetin duzeyinde artig saptanmamustir. Bu da eritropoetinden
bagimsiz bir eritropoetin reseptoru sinyalizasyon yolaginin hicresel proliferasyon ve
anjiogenezi stimiile ettigini disundirmektedir (Kase ve ark. 2007a). Bu bilgiler UV-
B’ye bagli anjiojenik uyarmnin da pterjium gelisiminde ikincil bir olay oldugu fikrini

desteklemektedir.

9. Ekstraseltler matriks modulasyonu

Limbal bazal epitel hucrelerinde UV radyasyon kollajenolitik bir enzim olan
MMP  seviyesini arttrmaktadir. Imminhistokimyasal calismalarda normal
konjonktiva, limbus ve kornea hicreleri MMP-1 igin boyanirken, pterjiumda
metabolizmas: modifikasyonu gdstermektedir. Bu degismis MMP ekspresyonunun
limbal bazal epitel hiicrelerinin (pterjium hticreleri ) Bowman tabakasini siki1 yapisik
sekilde isgal etmesine imkan saglamaktadir. MMP ‘lar pterjiumun migrasyon ve
blyimesinde rol oynamaktadiwr, olusumunda gerekli degildir. MMP
ekspresyonundaki  farkhliklar  klinikte pterjium biyimesindeki farkhliklar:
aciklamaktadir (Di Girolamo ve ark. 2004; Duhsku ve ark. 2001).
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10. Kolesterol metabolizmasi modifikasyonu

Peiretti ve ark. (2004) pterjium gelisimi ile kolesterol metabolizmasi
modifikasyonlar: arasinda arasinda bir iligki oldugunu ileri sirmuslerdir. Hidroksi-
metilglutaril-koenzim A rediktaz ve dlstuk dansiteli lipoprotein reseptori
diizeylerindeki artigin fibroblast proliferasyonunun uyarilmasinda rol oynayabilecegi
distnulmustir (Peiretti ve ark. 2004, 2006). Cesitli lipid metabolizmas: degistirici
ilaglarin pterjium fibroblastlarmin proliferasyonunu azaltmasi da bu hipotezi
desteklemektedir (Peiretti ve ark. 2007). Bu baglant1 kolesterol metabolizmasi
modifikasyonunu pterjium gelisme ve buyumesinde gelecek hedeflerden biri haline
getirmektedir.

11. Virusler

Kuvvetli genetik etkiye ragmen pterjiumun displazi, ekstra kanlanma ve
cerrahi rezeksiyon sonras: rekirrens vb ozellikleri enfeksiyoz bazi etkenlerin de
s6zkonusu oldugunu dustndirmektedir. Bunlardan ilk akla gelen bir timor supresor
gen olan p53 ‘0 inaktif hale getiren HPV olmaktadir ki pterjium etiyolojisindeki
rolu cesitli calismalarda gosterilmistir (Otlu ve ark. 2009). Ancak bunlar oldukga
genis bolgesel ve irksal farkliliklar gostermektedir (Detorakis 2009). (11) HPV
16/18 E6 HPV-DNA pozitif pterjiumlarda gosterilmis bir alt gruptur (Tsai ve ark.
2009). Bu konu Uzerinde yapilmis bircok calisma bulunmaktadir ancak sonuclari
oldukca buyuk farkliliklar gostermektedir. Rodrigues ve ark. (2008) Brezilya’dan
alinan pterjium orneklerinin %58.3’0nln, kontrol grubunun ise %9.5’inde HPV
DNA pozitif oldugunu saptamistir. HPV-pozitif pterjium 6rneklerinin %42.8’inde
HPV tip 1, %33.3’Unde HPV tip 2 ve %23.8’inde her ikisi de pozitifken kontrol
grubundaki HPV pozitif Orneklerde tip 16 pozitif bulunmustur. Tsai ve ark. (2009)
Tayvan’daki pterjium 6rneklerinin %24’ ntn HPV pozitif oldugunu ve timtnin tip
16/18 oldugunu rapor etmistir. Ayrica HPV16/18’in p53 inaktivasyonu ile ilgili E6
onkoproteininin ekspresyonunu arttirdig: yani HPV’ye bagli pterjium patogenezinde
anahtar roli oynadigini gostermislerdir. Bir baska calismada Sjo ve ark. (2007)
Danimarka pterjium Orneklerinin sadece %4.44’(ntn HPV pozitif oldugunu ve

hepsinin tip 6 oldugunu rapor etmislerdir. Yakin zamanl bir calismada ise Hsiao ve
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ark. (2010) Tayvan’dan pterjium 6érnekleri Gzerinde ¢alismislar ve 65 0rnekten yalniz
2’sinde HPV oldugunu ortaya koymuslardir. Bu bulgular HPV’nin pterjium
patogenezinde tek basina hayati bir rol oynamadigini ancak ¢ok evreli gelisiminde
sinerjistik bir roli oldugunu distundiurmektedir (Mauro 2009; DiGirolamo 2012;
Hisao ve ark. 2010; Piecyk-Sidor 2009). Konsensus olmamasina ragmen toplumlarin
genetik zemini bu farklilikta 6nemli bir faktor olabilir. Piras ve ark. (2003) farkl iki
cografik bolgeden alinan pterjiumlarda HPV varliginin arastirmig ve pterjiumda
patojenik bir roli olabilecegini  bildirmiglerdir. Di Girolamo (2012) ise 34
caligmanin verileri Gzerinde yaptigi degerlendirme sonucunda HPV’nin pterjium
gelisimini baslatmak igin yeterli olmadig: ancak yatkin konaklarda bir ko-faktor
olabilecegi kanisina varmistir. Detorakis ve ark. (2001) ise pterjiumda HSV ve
HPV’nin Kklinik profille iliskili olabilecegini bildirmislerdir.

Literaturde bildirilen diger risk faktorleri arasinda lokal gdzyasi film
anomalileri de yer almaktadir. Cinku bilindigi gibi UV 151k molekiler diizeyde
cesitli makromolekdilleri yakalayip deaktive edip aktif serbest radikallerin
olusmasina yol agmakta ancak bunlar dongl icerisinde gozyas: film proteinleri
tarafindan inaktive edilmektedirler (Weinberg 2003). Anjiojenetik faktor olusturan
kronik enflamasyon, tip 1 hipersensitivite ile iligskili immunolojik mekanizma,
herediter faktorler (VEGF-A polimorfizmi) ise diger risk faktorleri arasinda
sayilabilir (Zhou ve ark. 2009; Peng ve ark. 2014).

2.1.2. Histopatoloji

Epitelde hiperplastik veya displastik degisiklikler, kalinlasmis elastik liflerin
sayisinin  artmasi, substantia propriada kollajenin elastoid dejenerasyonu
(elastodisplazi) ve konkresyon gosterilmistir. Pterjium icindeki elastik liflerin normal
olmadig1 kabul edilir (Skolnick ve Grimmett 2005). Pterjium basinin histopatolojik
analizinde bazal kornea epitel hicrelerini Bowman tabakasindan ayiran fibroblastik
doku; bunun UGzerindeki bazal kornea epitel hiicrelerinde degismis organizasyon,
altindaki Bowman tabakasi ve ylizeyel kornea stromasinda degisim ve pterjium
basinin proksimalinde normal korneal doku gosterilmistir (Cameron 1983).
Immiinohistokimyasal boyalarla Bowman tabakasinin eriyen kenari ve fibrovaskiiler

doku arasinda degisime ugramis limbal bazal kok hiicreler gosterilmistir. Pterjium
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epitelindeki diger histolojik degisiklikler skuam6z hiicre metaplazisi, akantozis,
diskeratozis, goblet hiicre ve mast hiicre sayisinda artmadir (Dushku ve Reid 1994).

Pterjiumun primer cerrahi eksizyondan sonra tekrarlamasi rekirren veya
sekonder pterjium olarak adlandirilir. Fibrovaskiler blylime abartili derecededir.
Histolojik bulgulart primer pterjiumdan farklidir. Tipik dejeneratif bag dokusu
degisiklikleri yoktur. Primer eksizyondan sonra cerrahi travma proliferatif
fibrovaskiiler cevabi arttirmaktadir (Skolnick ve Grimmett 2005).

2.1.3 Tedavi

Pterjium tedavisinde oncelikle ilerlemesini Onlemeye yonelik 6nlemler
ahnmalidir. UV filtreli g6zlikler kullanilmali, kronik irritasyonda koruyucu
gOzlukler kullanilmahidir. 1hmii irritatif semptomlarda okuler lubrikanlar ve/veya
topikal antihistaminik/vazokonstriktorler Onerilir. Siddetli vaskiler enjeksiyon ve
irritatif semptomlarin oldugu durumlarda iliml topikal steroidler veya nonsteroid
antiinflamatuarlardan faydalanilir. Dellen gelismisse prezervatif icermeyen gdzyasi
pomatlar1 ve 24 saat gecici kapama uygulanir. Pterjiumun esas tedavisi cerrahi
eksizyondur.

Cerrahi tedavi endikasyonlar1 sdyle siralanabilir:

1. Gorme kayb,

2. Belirgin kozmetik deformite,

3. Medikal tedavi ile rahatlatilamayan irritasyon bulgulari,

4. Okiiler hareket kisitlanmast,

5. Pterjiumun gérme aksina ilerlemesi

Cerrahide amag iyi bir kozmetik gorunim ve inflame olmayan bir okdler
yuzey saglamak ve komplikasyon ve niks gelisimini onlemektir. Tim cerrahi
yontemlerde pterjiumun ¢ikarimi temel olarak aynidir. Agikta kalan sklera yilzeyinin
kapatilmasinda kullanilan yontemler cerrahi farkliliklar: olusturmaktadir. Pterjiumun
eksizyonu veya avilsiyonu, pterjium basmin transplantasyonu, konjoktival otogreft
cerrahisi, amniyotik membran transplantasyonu, konjonktival rotasyonel otogreft,
dar-strip konjonktival otogreft, limbal konjonktival otogreft ve limbal epitelyal
otogreft gibi ,lameller veya penetran keratoplasti, mikdz membran greftleri ve deri
greftleri, thiotepa, mitomisin-C gibi medikal tedavilerin niksi azaltmak icgin cerrahi

esnasinda ve sonrasinda uygulanmasi, radyasyon tedavisi, laser teknikleri glinimize
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kadar uygulanan belli basli yontemler arasinda sayilabilir. En yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biri olan konjonktival otogreft uygulamasinda nuksin
onlenmesi igin pterjium eksizyonundan sonra hasarlanmig limbusun saglam
konjonktiva dokusu ile orttilmesi amaglanir. primer ve niiks pterjiumlarda etkili ve
uzun donemde emniyetli oldugu bircok calismada bildirilmistir (Nurdzler 2008; Ang
ve ark. 2007; Jaros ve DeLuise 1988).

Niks pterjiumlar klinik olarak ¢ok daha hizli ilerler ve tekrarlanan
cerrahilerde basar1 orani dusuktir. Niks orani farkli cerrahi tekniklerle %80’e
cikabilmektedir. Nukslerin %97’si ilk bir yilda gorilmektedir. Bu nedenle niks
oranin1 belirlemek icin hastalarin en az bir yil gozlenmesi gerekir. 40 yas alt1 ve

siddetli aktivite gosteren pterjium niks icin bir risk faktoraddr (Hirst ve ark. 1994).

Primer konjonktiva kapamada pterjium eksizyonundan sonra alt ve uUstteki
saglam konjonktiva kenarlari serbestlestirilerek stture edilir. Bu yontemle niks
%2.1-88 arasinda bildirilmektedir (Ang ve ark. 2007).

Konjonktival Z-plasti olarak bilinen rotasyonel konjonktival flep isleminde
pterjium basi cikarildiktan sonra saglam konjonktiva limbus tarafina dikilirken
pterjium govdesi yan tarafa bulbar konjonktivaya yonlendirilir. Bu teknikle ntksu
onlemek icin hasarlanmis limbus saglam konjonktiva ile kapanirken daha sonra olas:

bir otogreft icin normal konjonktiva korunmaktadir (Lei 1996).

Pterjium tedavisinde otogreft uygulamasi Kenyon (1985) tarafindan tarif
edilmigstir. Pterjium eksizyonundan sonra agikta kalan sklera (st temporalde bulber
konjonktivadan hazirlanan serbest konjonktival greft ile kapatilir. Bu ydntemin
uygulandigi 8 caligmanin ortalama niks orani %7.9’dur. Konjonktival otogreftin
0.5mm limbal doku ve periferik kornea icermesi bariyer olarak yararhdir. Yirmisekiz
ilerlemis primer ve 15 niiks pterjiumu iceren bir calismada minimum 3 yillik takipte
konjonktival limbal otogreftte hi¢ niiks goriilmezken yanlizca konjonktival otogreft
yapilan primer pterjiumlu hastalarda %8.3, niks pterjiumlu hastalarda %33.3 niiks

gorulmastir (Allan ve ark. 1993).
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2.2. K-ras Onkogeni

Baslangicta normal olan bir hucre sonradan iginden ¢iktigi organizmanin
olimine yol acacak 6zellikler edinmesi olarak tanimlanan “onkogenez” surecinde
nokta mutasyonu, kromozomal yeniden duzenlenme, gen amplifikasyonu veya asir1
gen ekspresyonu bilinen baslica mekanizmalardir. Bu mekanizmalar hicre
cogalmasinda itici rol oynayan protoonkogenlerin sirekli aktif hale gegmesi yada
hicre cogalmasini baskilayan timor supresor genlerde islev kayb1 yolu ile kontrolsuz

hicre ¢cogalmasina neden olabilmektedir (Cefle 2009).

Protoonkogenler normalde hiicre ¢ogalmasini fizyolojik gereksinimlere gore
kontrollti olarak yuaritmektedir. Transkripsiyon faktorleri, buyume faktori ve
blytime faktoru reseptorleri, hiicreici sinyal iletimi, membranla iliskili G proteinleri
belli basli 6rnekleri olarak sayilabilir. Dominant kalitim gosteren protoonkogen
devamli etkin hale gelmesi halinde artik “onkogen “ olarak adlandirilir (Croce 2008).

Ik olarak 1981’de insan mesane kanseri hiicrelerinden elde edilen DNA’nin
kaltir ortaminda fare hicrelerini etkin bigimde transforme etmesiyle insan
timorlerinin de biyolojik agidan aktif hiicresel onkogenler icerdigi gosterilmis ve
bunlar Harvey Sarkom Virusunun insan homologu olduklarindan H-ras onkogeni
olarak adlandirilmistir (Shih ve ark, 1981). ilk tammlanan onkogen olan ras
onkogeni ayn1 zamanda en sik gorilen ve lzerinde en fazla calisilan onkogendir.
Tum kanserlerin yaklasik %30’unda bildirilmektedir ve literaturde hakkinda

48000’in lzerinde ¢aligma mevcuttur.

Ras gen ailesi 189aa’lik ve yaklasik 21kDa’luk, plazma membrani i¢ kismina
bagli bir proteini kodlamaktadir. En sik mutasyona ugrayan tye 12p12.1 lokusundaki
K-ras’dir. Bunu 11p15.5 lokusundaki H-ras ve 1p13.1 lokusundaki N-ras takip eder
(Bos 1989). K-ras proteininden alternatif ekleme ile %90 homoloji g0steren,
yanlhzca karboksi uclar1 farkli Kras4A ve 4B alt protein tipleri ortaya ¢ikmaktadir
(Konstantinopoulos ve ark. 2007). Bunlarin disinda R-ras, TC21, M-ras, Rap 1A,
Rap 1B, Rap 2A, Rap 2B RalA, RalB gibi 150°den fazla alttipi mevcuttur (Takai ve
ark, 2001). Tumunun yapisindaki ilk 165 aminoasit aynidir. Oldukga konservatif
olan bu bdlgeler GTP’nin baglanmasi, hidrolizi ve regulator ve alt basamaklardaki

efektorlerle fonksiyonel iliskilerden sorumludur. Yiksek degiskenlik gosteren
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karboksi ucunda posttranslasyonel modifikasyonu belirleyen sekanslar icermektedir.
Ornegin CAAX domaini membran hedeflenmesinden sorumludur
(Konstantinopoulos 2007).

Ras proteininin posttranslasyonel modifikasyonu komplike ¢ok asamali bir
suregtir. H-ras hari¢ tum ras proteinleri CAAX motifindeki sisteinden prenilasyona
(yani farnezilasyon veya geranilgeranilasyon) ugrar. Takiben CAAX motifinden
proteolitik klevaj olur ve ekspoze olan sistein karboksimetilasyona ugrar. Son olarak
H-ras, N-ras ve K-ras 4A karboksi uca yakin sisteinden palmitolasyona ugrar. K-
ras4B ise polibazik lizinden zengin sekans igerir ve bu da plazma membran: ile
elektrostatik iliski kurmasina imkan saglar (Sekil 1) (Westcott ve To, 2013).

Sekil 1: RAS proteini temel yapis1 (Westcott ve To 2013).

1 166 188/9

HRAS

NRAS

KRAS4A

KRAS4AE

CAAX Box

Ras gen ailesinin kodladig1 proteinlerin bugiin yalniz kanserde degil hiicre
proliferasyonu, farklilasmas: ve hayatta kalimi gibi bir¢cok fizyolojik olay1 kontrol
eden sinyal iletim aginda da hayati rol oynadigi ortaya konmustur (Fernandez-
Medarde ve Santos, 2011). ilk olarak 1964’te Harvey ve Kirsten (Harvey 1964;
Kirsten ve Mayer 1967) tarafindan virls araciligiyla sarkoma olusumunun
gOsterilmesi ile tanimlanmistir. Bu nedenle “Rat sarcoma” nin kisaltmas: olarak
“ras” geni olarak adlandirilmistir. Alttiplerinden K-ras “Kirsten”, H-ras ise
“Harvey”’isminden gelmektedir (Scolnick ve ark. 1973).
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Monomerik bir G proteini olan ras proteini translasyon sonrasi modifikasyondan
sonra hcreici membranda yerlesir ve istirahatte GDP ile birlikte (ras-GDP) inaktif
halde bulunur. Burada protein tirozin kinaz (PTK) reseptérinden nikleer
transkripsiyona kadar devam eden sinyal ulastirma basamaklarindan olusan MAPK
yada diger adiyla Ras-ral-MEK-MAPK yolaginda fonksiyon gormektedir
(Malumbres ve Barbacid 2003) (Sekil 2). Bu yolakta ligand protein tirozin kinaz
(PTK) reseptoriine baglanir ve reseptorun otofosforilasyonuna yol agar. Bunu takiben
bir adaptor protein olan Grb2 (growth factor receptor bound protein 2) yapisinda
bulunan SH-2 domainindeki Y-V/L-N-X motifi araciligt ile PTK reseptorinin

fosfotirozinine baglanir. Grb-2"nin baglandigi PTK reseptorleri arasinda

Sekil 2. Ras-MAPK yolag1

Adenylate

cyclase G protein ™

Receptor
tyrosine kinase
MAPK signalling
pathway

Cytoplasm

EGF, PDGF, CSF-1, SCF sayilabilir. Bunlarin hepsi de ras yolaginin aktivasyonuna
yol acarlar. Baglanma sonrasi Grb-2*nin yapisindaki SH-3 domaini bir diger adaptor
protein olan SOS’un prolince zengin C- terminal dizisine baglanir. SOS ras proteini
icin bir guanin nukleotid degisim faktorudur. Grb-2 ile baglandiginda GTP-bagh

aktif ras olusumunu stimule eder.

Bir GTPaz olan ras proteininde GDP’nin yerine GTP baglanmas: aktif
konformasyona dénusumi tetikler. Aktive olan ras proteini bir serin/treonin Kinaz
olan raf’in N-terminalinde yer alan regulator bolgesi ile etkilesir ve konformasyonel

degisimini saglayarak calistirir. Bu degisimde raf fosforlanmis Ser621 kismi araciligi
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ile skaffold protein 14-3-3 ailesi ile etkilesir. Yani raf proteininin aktivasyonu igin
hem 14-3-3 hem de ras gereklidir.

Aktive raf MAPK kinaz da denilen MEK’i (Mitojen ekstraseliler sinyal
regule edici kinaz) iki serininden (Ser218 ve Ser222 pozisyonlarindan) fosforile eder.
MEK kesfedilen ilk gercek ikili 6zgul kinazdir (dual-specificity). Aktif hale gelen
MEK de MAPK’1 aktive eder. MAPK bir serin/treonin protein kinazdir. Treonin ve
tirozin amino asitlerinden fosforlanir. Aktif MAPK hiicre zari ve sitoplazmadaki
substratlarin1 fosforlar, Ayrica nikleer transkripsiyon faktorlerinin fosforladig
cekirdege girer ve hicre proliferasyonunda 6nemli genlerin transkripsiyonunu saglar.

(Orn: myc)

MAPK yolag: en iyi bilinen mitojenik yolaklardandir. Mitojenik uyarim ve
strese yanit sinyali olusumuna katilirlar. Blytime uyarimlarinin cogu MAPK’1 aktive
eden kinaz kaskadi (zerinde birlesirler. MAPK’ya erk (Ekstraseluler Sinyal-
Regulasyonlu Kinaz) da denir. Bes izoformu tanimlanmistir, bunlardan erkl ve erk 2
uzerinde en ¢ok cahsilanlardir. MAPK aktivasyonu bifaziktir:  5-10dk icinde bir
gecici pik ve birkag saat suren guclu bir yapar. Farkl aktivasyon Kinetikleri farkl
hiicresel yanmita yol acarlar. Inaktivasyonu birkag fosfataz tarafindan yapilr.
Sitoplazmada, negatif feedback loop’undaki yolagin yukarisindaki bilesenleri
fosforlar, ornegin SOS, RAF ve MEK’i fosforlar MAP kinaz yolagi inhibe olur.
MAPK’nin bilinmeyen daha birgok substratinin oldugu dustntlmektedir (Kolch
2000).

Tum ras izoformlarmin aktivitesi GTP ve GDP’ye baglanma oran ile kontrol
edilmektedir. Ras proteinlerini cok yavas bir GTPaz aktivitesi vardir. Bu sure¢ GEF
ve GAP proteinleri ile kontrol edilir. GEF’leri GDP ayrilmasmi hizlandirirken,
GAP’ler intrinsik GTPaz aktivitesini degisik derecelerde tesvik eder. Kodon 61’deki
Arg parmagi GTP hidrolizi igin hayati bir bolgedir. Fosfor transferi yapan GAP igin
su molekilerinin dogru oryantasyonda olmas: 6nemlidir (Bos ve ark. 2007). Bu
hayati bolgeleri etkileyen mutasyonlar yada GAP proteinlerinin mutasyonlar: yolagin
strekli aktivasyonuna yol acabilmektedir. Norofibromin (NF1), p120GAP, GAP1
ailesi, CAPRI ve RASAL GAP proteinlerine 6rnek olarak verilebilir. Bunlarin

mutasyonlar1 ve buna yonelik tedaviler guncel tedavi segeneklerinde 6nemli bir
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baska hedef grubu olusturmaktadir (Tidyman ve Rauen 2009). Insan tumorlerinin
%30’unda Ras/Raf/MEK/ MAPK yolagmmin asir1 aktivasyonu séz konusudur. Bu
oran tumorlerdeki ras mutasyonu sikligi ile uyum gostermektedir.  (Scheffzek ve
ark. 1997) .

Bu malign transformasyon stirecinde sinerjik etkilesim de 6nem tagimaktadir.
Normal kosullarda, EGF ve PDGF gibi biytume faktorlerinin PI-3K yolunu
uyarmalarinda ras’in etkinligi minimal diizeydedir. Buna karsilik onkojenik ras, Pl-
3K yolunun gugcli bir aktivatoridir ve bu yolu aktive ederek apoptozisi
baskilamaktadir (Blalock ve ark. 2003). Insan kanserlerinin 6nemli bir bélimii epitel
hicrelerinden koken ahr. Dolayisiyla, bu hucrelerde apoptozisin baskilanmasi
karsinogenez sirecinde kritik etkenlerden birini olusturur. Ayrica onkojenik ras
uyarisi, transforme hiicrelerde normal hiicrelerden farkl: genlerin ekspresyonunu da
uyarabilir (McCormick 1999).

Bugun insan tumorigenezindeki en sik mutasyonlar olarak bilinen H-ras, N-
ras ve K-ras genlerindeki mutasyonlarin COSMIC veritabani verilerine dayanan
tumor tiplerine gore dagilimi Tablo 1’de sunulmaktadir. Bunlar arasinda en yuksek
frekansta gorulen K-ras mutasyonlarinin (%25-30) timor progresyonunun erken
evresinde sik gortlmeleri K-ras’in timorigeneze yol actigr fikrini kuvvetle
desteklemektedir. Taranan 6rneklerde N-ras ve H-ras’da mutasyonu orani ¢gok daha
dustktir (sirasiyla %15 ve %1) (Downward 2003 ).

Tim calismalarin analizinde gesitli ras izoformlarmin mutasyonlarinin belirli
bazi timor tipleri ile iliski gosterdigi gorilmektedir. Ornegin en sik goriilen K-ras
mutasyonu pankreatik duktal adenokarsinom, akciger ve kolon kanserleri gibi
adenokarsinomlar ve solid timorlerde yiksek siklikta saptanirken, mesane
karsinomlari, seminom ve Hurthle hiicreli karsinomlarda H-ras en sik gorilen ras
izoformudur. N-ras ise hematopetik timorler, tiroid karsinomlar: ve melanomlarda
yuksek insidansta gorilmekte ve bu timdrlerde K-ras ve H-ras mutasyonu nadirdir
(Tablo 1) .

Mutasyonlar daha ¢ok ras ailesi Uyelerinin primer nikleotid sekansi olan 2
sicak noktada belirlenmistir: Ylksek muhafazal: kodlama sekansi igeren ekzon 2’de
kodon 12,13 ve ekzon 3’de kodon 61 (Shimizu ve ark 2007; Forbes ve ark. 2011). Bu
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noktalardaki mutasyonlar ve insidanslar1 ras ailesinin bashica 3 Gyesi arasinda
degisiklik gostermektedir. K-ras’daki baska kodonlarda da mutasyonlar
gorulebilmektedir ancak bunlarin biyolojik agidan 6nemi bilinmemektedir. Yakin
zamanh bir calismada kolorektal karsinomda kodon 19 ve 20°de transsforme edici
bir mutasyon bildirilmistir (L19F ve T20A) (Naguib ve ark. 2011).

Tablo 1 insan Timorlerinde ras Mutasyonlarmin Dagilimi (Pylayeva-Gupta
ve ark. 2011)

Doku H-ras K-ras N-ras
Endokrin 3% (535) 0% (670) 5% (570)
Bilyer trakt 0% (153) 31% (1,679) 1% (287)
Kemik 2% (199) 1% (252) 0% (207)
Meme 1% (716) 4% (782) 2% (504)
Santral sinir sistemi 0% (964) 1% (1,054) 1% (1,017)
Serviks 9% (264) 7% (637) 2% (132)
Endometrium 1% (291) 14% (2,251) 0% (314)
Goz 0% (33) 4% (90) 1% (106)
Hematopoetik ve lenfoid 0% (3,076) 5% (5,978) 10% (8,753)
doku
Bobrek 0% (273) 1% (704) 0% (435)
Kalhn bagirsak 0% (617) 33% 2% (1,570)
(34,013)
Karaciger 0% (270) 5% (461) 3% (310)
Akciger 0% (2,091) 17% 1% (3,081)
(16,348)
Osefagus 1% (161) 4% (375) 0% (161)
Over 0% (152) 14% (3,181) 5% (191)
Pankreas 0% (278) 57% (5,329) 2% (305)
Plevra 0% (19) 0% (45) 0% (30)
Prostat 6% (558) 8% (1,184) 2% (588)
Tukrik bezi 15% (161) 3% (170) 0% (45)
Cilt 6% (2,100) 3% (1,462) 18% (4,956)
ince bagirsak 0% (5) 20% (316) 0% (5)
Mide 4% (384) 6% (2,793) 2% (215)
Testis 4% (130) 4% (432) 3% (283)
Timus 2% (46) 2% (186) 0% (46)
Tiroid 3% (4,137) 2% (5,166) 8% (4,662)

Kaynak: COSMIC veritabani (Parantez igindeki rakamlar sekanslanan total 6rnek

sayisin1 gostermektedir.)
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N-ras geninin onkojenik mutasyonlar1 insan tumdrlerinde farkli bir dagiim
paterni gostermektedir. En ylksek mutasyon orani Q61°dedir (total N-ras
mutasyonlarinin yaklasik %60°1). Daha dlsuk oranlarda mutasyon G12’de (%24.4)
ve G13’de (%12.7) saptanmaktadir. H-ras mutasyonlart da kendi spesifik
paternlerini gostermektedir. En yiiksek oranda mutasyon kodon 12’de (yaklasik
%54) takiben kodon 61 (%34.5) ve kodon 13’de (%9) gorilmektedir (Forbes ve ark
2011)(Sekil 3).

Ras aktivasyonu in vitro veya hucre dizilerinde baska mekanizmalarla da
olabilse de ras genlerinde onkojenik mutasyon timor gelisimindeki en hayati
mekanizma olarak gériinmektedir (Pulciani ve ark. 1985). Ras mutasyonu orani ve
tipi ise tumar tipine gore de degiskenlik gostermektedir.

Sekil 3. Ras izoformlarinda G12, G13 ve Q61’de mutasyon sikligi (COSMIC
veritabani, Pyleyeva-Gupta ve ark. 2011’den alinmigtir)
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Son 30 yildaki ¢alismalarin verileri ras ve diger onkogenlerin sporadik insan
timorlerinin gelisimi ile de iligkili oldugunu net olarak ortaya koymustur. Yakin
zamanh cahgmalarda ise ras ve Ras-MAPK yolagmin diger uyelerinin germline
mutasyonunun tumdrlerden daha az oranda da olsa bu yolagin yapisal aktivasyonu

ile sonuclandigini ve birbirinden ayr1 ama iliskili gelisimsel sendromlara yol agtig:
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goOsterilmigtir. Bu tip mutasyonlardan ilk bildirilen nérofibromatozis 1 (NF-1)
lokusundaki GTPaz aktive edici bir proteindir. Daha sonra ras-MAPK yolaginda
diger sinyalizasyon molekdllerinden olan PTPN11, MEK1, MEK2 ve SPRED1’de,
SOS1, Rasal gibi pozitif ve negatif ras regllatorlerinde veya BRAF gibi yolagin alt
kismindaki  molekiillerde  mutasyon  gosterilmis ve  Noonan, Costello,
kardiyofasyokutantz, Legius veya Leopard sendromlari gibi kalitsal gelisimsel
sendromlarla iligkili bulunmustur (Schubbert ve ark. 2007).

Bugun ras sinyalizasyonunda degisikliklerin kanser ve gelisimsel sendromlar
disinda baska bazi patolojilerin gelisiminde de rol oynadigi yakin zamanl
calismalarda bildirilmistir. Ornegin H-Ras aktivasyonu obes olmayan diabet ve
diabetik retinopatide retina kapiller hiicrelerinin artmis apoptozisi ve anormal damar
gelisimi ile iligkili bulunmustur. (Kowluru ve ark. 2009). Hucresel farnezillenmis
ras proteinlerinin artisi hiperinstlinemide go6zlenen bazi fenotiplerden sorumlu
bulunmaktadir (Kanwar ve ark. 2008). Glomerulonefritte ise K-ras ve H-ras
ekspresyon paternlerindeki degisim gosterilmistir (Kocher ve ark. 2003). Noronlarin
norodejenerasyona maruz kaldigi Alzheimer hastaliginda da N-ras akiimulasyonu ve
nNos ile birlikte lokalizasyon gosterilmistir. (Luth ve ark. 2000). Ras ile iliskisi
gOsterilmis bir diger hastalik da kronik idyopatik urtikerdir. Yuksek SOS1 duzeyi ve
ras sinyalizasyonu gosterilmistir (Confino-Cohen ve ark. 2002).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1 GEREC

Selguk Universitesi T1p Fakiiltesi Goz Hastahklar1 polikliniginde muayenesi
sonucunda pterjium tanist konulup eksizyonuna karar verilen olgulara ameliyat
oncesi calisma hakkinda bilgi verildi. Calismaya katilmay: kabul edenlere onam
formu imzalatilmasini takiben ekte bulunan ¢alisma formu dolduruldu (Sekil 4).
Hastanin dosya bilgilerinden her iki gozun en iyi dizeltilmis gorme keskinligi, 6n
segment muayene bulgulari, pterjium evresi kaydedildi. Ameliyathane kosullarinda
lokal anestezi altinda yapilan pterjium eksizyonu ve otogreft uygulamas: esnasinda
patolojik incelemeye gonderilmek Uzere saklanan pterjium dokusundan ve otogreft
uygulamasi igin saglam konjonktivadan eksize edilen dokudan 1x1 mm’lik 6rnek
alindi. Alinan 6rnekler %0.9’luk serum fizyolojik igerisinde Ependorf tiplerine
konuldu ve DNA analizi yapilana kadar -80°C’de sakland:.

3.2 YONTEM

Pterjium dokular: ve normal dokularda mutasyon analizi. Taze dokudan DNA
izolasyonu sonrasi “Qiagen Pyromark K-ras Kit” (katalog : 970452, Almanya)
kullanilarak bdlgesel sekanslama teknigi ile gerceklestirildi. Bolgesel sekanslama,
Sanger’in zincir sonlanma reaksiyonu ile gerceklestirilen DNA dizi analizinden
farkl ve yeni nesil sekanslama teknolojisi olarak bilinen bir tekniktir. Temeli DNA
polimeraz aktivitesinin kemiliminesan bir enzim aracilig1 ile tespitine dayanan
bolgesel sekanslama yonteminde dizileme reaksiyonu dizilenecek DNA ‘nin tek
sarmali Uzerinde tamamlayici sarmalin sentezlenmesi seklindedir. Sarmali
tamamlanamasi islemi esnasinda saptanan kemiliiminesan sinyal hangi nikleotidin

baglandigini gosterir.
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3.2.1 Taze dokudan DNA izolasyonu
DNA analizi Oncesinde dokular oda sicakhgina gelene kadar bekletildi.

Ependorf tlplerindeki serum fizyolojik yalniz taze doku kalana kadar aspire edildi.

Takiben dokular yeni Ependorf tiiplerine alindi ve distile su ile yikandi. Daha sonra

asagidaki iglemler uygulanarak DNA analizi yapildi. Analiz icin QlAamp DNA
FFPE Doku kiti kullanildt.

1.

Hazirlama protokolline gore analiz icin kullanilacak olan “Buffer AW1” e 25 ml,
Buffer AW2” “ye 30 ml etanol eklendi. Buffer ATL oda sicakligina getirildi ve
Buffer AL 56°C’de inkiibe edildi.

Her doku Orneginin uzerine 180 pul Buffer ATL ve 25ul Proteinase K eklenerek
tupler vortekslendi.

Dokular lizise ugrayana kadar 56°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.

90°C’de 1 saat daha inklbe edildikten sonra tip kapaklarinin i¢ tarafindaki
damlalar1 da tlpdn igine almak igin tekrar santrifilj yapildi.

200 pl Buffer AL eklenip vortekslendi, takiben 200 pl etanol (%96-100) eklenir
ve tupler tekrar vortekslendi.

Tuplerin icindeki karisim QlAamp MinElute spin kolona aktarildi ve 9000
rpm’de 2 dakika santriflij yapildi. Spin kolonun yerlestigi tupler atilarak QlAamp
MinElute spin kolon yeni kolleksiyon tiplerine yerlestirildi.

6. Her bir tipe 500ul Buffer AWL1 eklendi ve tlplerin kapaklari kapatilarak tekrar

9000 rpm’de 2 dakika santriflij yapildi. Spin kolonun yerlestigi tlpler yine atilarak
QlAamp MinElute spin kolon yeni kolleksiyon ttiplerine yerlestirildi.

Tuplere 500ul Buffer AW2 eklendi ve tiplerin kapaklar1 kapatilarak tekrar 9000
rpm’de 2 dakika santrifij yapildi. Spin kolonun yerlestigi tipler yine atilarak
QlAamp MinElute spin kolon yeni kolleksiyon ttiplerine yerlestirildi.

Karisim 14000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Spin kolonun yerlestigi tupler
atildi ve QlAamp MinElute spin kolon 1.5ml’lik Ependorf tuplerine yerlestirildi.
Spin kolonun tam ortasina 30-50ul Buffer ATL eklendi. Bir dakika oda
sicakhiginda inklbe edildi ve 14000 rpm’de 2 dakika santrifij edildi.
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DNA analizi sonrast spektrofotometrik olarak DNA’nin  safliginin  ve
konsantrasyonunun belirlenmesi igin spektrofotometre (Nanodrop ND 1000)
kullanilarak o6lctim yapildi. DNA 260nm dalga boyunda, protein 280 nm dalga
boyunda, fenol ve diger bilesikler ise 230 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermektedir. Buna gére DNA’nin safligi degerlendirilirken A260/280 ve A260/230
oranlar1 dikkate alinmaktadir. Bu ¢alismada da bu prensiplere uyularak DNA’nin
saflik ve miktar analizi yapildiktan sonra PCR asamasina gecildi.

3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Bu asamada Hot StarTaq Plus Master Mix Kiti ve PyroMark KRAS Kiti
kullanilarak kodon 12, kodon 13 ve kodon 61’in kanserde mutasyona ugrayabilen
onemli bir bolgensinin asagidaki asamalar gerceklestirilerek PCR amplifikasyonu
yapildi. Islem oncesi PCR primer soliisyonlar: oda sicaklhigina getirildi ve PCR
primerleri igerigi tipun dibinde toplamak icin santrifij edildi.

1. PCR igin gereken tiim bilesenleri iceren PCR primer karisimi Tablo 2°de
verilen oranlarda, 24 olguya uygun miktarda hazirlandi. PCR tiplerinden her birine
20 pl konuldu.

2. 1zole edilen DNA 6rnekleri 1 ul’de 10 ng olacak sekilde dilue edildi ve
her 6rnek DNA’dan 5 pl’lik her bir PCR tlpine eklenerek karistirildi .

3. Calisma DNA’larmin disinda negatif ve pozitif kontroller icin de PCR tiipi
hazirlandi. Negatif kontrol icin bir PCR tlplne sablon DNA olmadan yalniz PCR
primer karigimi konuldu. Pozitif kontrol olarak ise Kit icerisinde bulunan “wt
KRAS” kontrol DNA’s1 kullanildi.

4. PCR tupleri termal cycle cihazina yerlestirildi ve cihaz Tablo 3’deki

protokole gore ¢alistirildi.
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Tablo 2. PCR Primer karigimi igerigi

Bilesen 1 olgu icin gerekli hacim | 25 olgu i¢in hesaplanan

hacim
PyroMark Plus Maste 12.5 ul 312.5 pl
Mix
Primer Mix (Kodon 1l 25 pl
12/13 veya 61 icin)
Coral Load 2.5 ul 62.5 pl
Q solution 3ul 75 wl
Mg CI2 1ul 25 pl
TOPLAM 20 ul 500 pl

Tablo 3. Termal cycle cihazi protokolii
Notlar

ik etkinlestirme
adim:

3 adimli cevrim:
Denatirasyon
Yapigtirma
Uzatma

Cevrim sayisi

Son uzatma:

5 dakika

20 sn.
30 sn.
20 sn.
40

5 dakika

25 °C

95 °C
83 G
12°C

72°C

HotStarTaq Plus DNA
Polymerase, bu isitma
adimiyla etkinlesir.

Elde edilen PCR drlnleri daha sonra “Streptavidin Sepharose High Performance

Boncuklar1 “ Gizerinde hareketsiz hale getirilmesi islemine tabi tutuldu.
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A. “Streptavidin Sepharose High Performance” Boncuklarinda
Hareketsiz Hale Getirme
Bu asamada PCR urunt olan DNA’nin tek sarmal haline getirilmesi ve
sekanslama primerinin PyroMark Q24 MDx Uzerinde bolgesel dizileme analizinden

once sablona yapismasina yoneliktir

1. Oncelikle PyroMark Q24 MDx vakum istasyonu islem igin hazirland:.
Her kuyuya cihaz kullanim kilavuzunda %70’lik etanol, denaturasyon
soliiyonu, “washing buffer ve distile su gibi sivilar belirtilen miktarlarda
konuldu. Vakum agilir ve prob iginden en az 70 ml su gegirilerek
temizlenir ve prob istasyon Uzerindeki park kuyucuguna yerlestirildi.

2. Tum ayirag ve solusyonlar oda sicaklhigina getirildi. Streptavidin
Sepharose High Performance’: iceren sise homojen bir soliisyon olusana kadar
calkaland.

3. DNA'’y1 hareketsiz hale getirme igin Tablo 4’deki miktarlarda bir

ana karisim hazirlandi.

Tablo 4. DNA’y1 hareketsiz hale getirme igin ana karisim

Bilesen Hacim/érnek
Streptavidin Sepharose High Performance 2 ul
PyroMark Binding Buffer 40 ul
Yiksek saflikta su 28 ul
Toplam hacim 70 ul

4. Yirmi dort kuyulu plakanin kuyularina anakarisimdan 70 ul ve PCR
urintnden 10 pl eklendi.

5. Kuyularin tizeri strip kullanilarak kapatildi. Kuyularin arasindaki
bolgelere tekrar baski uygulanarak aralasinda sizinti olmadigindan emin olundu.

6. Sekanslama primerleri bulunan tipleri agmadan dnce, igerikleri tliplerin
dibine toplamak icin kisa sureyle santrifiij uygulandi. Her bir sekanslama
primerinden yani “Seq Primer KRAS 12/13” ve “Seq Primer KRAS 61’den Tablo
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5’de gosterilen miktar1 PyroMark Annealing Buffer’da seyreltildi. Sekanslanacak
toplam 6rnek sayisi icin gerekenden bir fazla miktarda seyreltilmis sekanslama

primeri hacmi hazirland: (6rnek sayisi + bir ekstra).

Tablo 5. Sekanslama primerlerinin 6rnek seyreltilmesi

Bilesen Hacim/ornek
Seq Primer KRAS 12/13 veya Seq 0,8 ul
Primer KRAS 61

PyroMark Annealing Buffer 24,2 ul
Toplam hacim 25 ul

7. PCR plakasimi oda sicakliginda (15-25 °C) 1400 devir/dakika hizinda
5-10 dakika boyunca calkalandi. Bir dakikadan az bir sire iginde sefaroz
boncuklarin yakalanmasi islemine gegildi.
8. 25 ul seyreltilmis sekanslama primeri her bir PyroMark Q24 Plate kuyusuna
eklendi.

9. PCR plakas: ve PyroMark Q24 Plate sekil 1’de gorilen “ PyroMark Q24
MDx vakum istasyonunda” uygun yerlere yerlestirildi. Vakum anahtari agilarak alete
vakum uyguland.

10. Filtre problar1 PCR plakasina dikkatle indirildi, bu sekilde 15 sn tutuldu.
Boylece hareketsiz hale getirilmis sablonu iceren boncuklar1 yakalandi. Vakum aleti
dikkatlice kaldirild.

11. Alet %70 etanol igeren yataga (yatak 1) aktarildi ve 5 sn. boyunca yikand.

12. Alet denatlrasyon soltisyonunu igeren yataga (yatak 2) aktarildi ve 5 sn.
boyunca yikandi.

13. Alet yikama tamponunu iceren yataga (yatak 3) aktarildi. Filtre Burada
problar 10 sn. boyunca yikandiktan sonra yukariya ve geriye, dikey yonde 90°’den
fazla kaldirip, filtre problarindan sivilarin akmasmi saglamak igin 5 sn. boyunca
bekletildi .

14. Alet “PyroMark Q24 Plate” (izerinde tutulurken, aletteki vakum anahtar:
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“Off” konumuna getirerek kapatild.

15. Sekans primerlerini iceren plakadaki boncuklar, aleti yanlara dogru
nazikge calkalayarak serbest biraktirilmaya ¢alisildi. Filtre problarimi kuyularin
dibine yaslanmis olarak birakildi.

16. Problar niikleaz icermeyen su bulunan yataga (yatak 4) aktarildi vel10 sn.
boyunca calkalandi.

17. Filtre problar1 nikleaz icermeyen suya (yatak 5) indirildi ve vakum
uygulayarak yikandi. Problar 70 ml ultra saf suyla yikandi.

18. Aleti yukariya ve geriye, dikey yonde 90°’den fazla kaldr1p, filtre
problarindan sivilarin akmasmi saglamak icin 5 sn. boyunca bekletildi .

19. Aletteki vakum anahtar1 “Off” konuma getirildi ve alet “Parking (P)”
konumuna alindt.

16. Vakum pompasi kapatild.

17. PyroMark Q24 Plate’i 6rneklerler 80°C’de 2 dakika boyunca sitildiktan
sonra optimum birlesmeyi saglamak i¢in +4’de 15 dakika boyunca bekletildi.
Takiben “PyroMark Q24 MDx”in ¢alistirildig: sekans analizi asamasina gecildi.

3.2.3 Dizi Analizi

Bu asamada “PyroMark Gold Q24 Reagents”in , “PyroMark Q24 Cartridge”a

yuklenmesi ve “PyroMark Q24 MDx” (zerinde bir run (calisma) isleminin

yuratilmesi amaglanmaktadir. Kodon 12/13 ve kodon 61 igin ayri ayri

yapilmaktadir.

1. Islem 6ncesinde cihaza baglh bilgisayarda ara¢ cubugunda “yeni calisma
dosyasi olusturma” komutu secildi ve ¢alisma parametreleri olgu isimleri
girildi. Takiben “Tools” komutundan “pre run information” secilerek
gereken enzim karisimi, substrat karisimi ve nukleotid hacimleri ve plaka
ayarmin bir listesi yazdirildi.

2. USB bellegi baglant1 noktasina takild.

3. PyroMark Q24 Cartridge’ina “pre run information” da cihaz
programmnin  bildirdigi miktarda adenin, timin, guanine ve sitozin
nukleotidleri , enzim ve substrat tampon hacimleriyle yiklendi.

4. Kartus kapist agildi ve doldurulmus ayira¢ kartusunu etiketi disariya
bakacak sekilde yerlestirildi. Cizginin kartus ©6niinde gorunir oldugu

kontrol edildi ve kap1 kapatild.
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5. Plaka tutucu cerceve acildi ve plaka 1sitma bloguna yerlestirildi.
6. Ekran dugmeleri kullnilarak 6nceden hazirlanmis olan galisma dosyasi
secildi. Ana mentiden “Run” [Calisma] secilerek islem baslatild.
7. Calisma bittiginde ve alet, galisma dosyasinin USB bellege kaydedildigini
dogruladiginda cihaz kapatild:.
8. Alet kapag1 acilarak ayira¢ kartusu ve plaka yerlestirilen kisimlardan
cikarild.
USB bellege kaydedilmis plan veri dosyalar1 incelendi ve kodon 12/13 ve kodon
61’e ait normal doku ve pterjium drneklerinde saptanan mutasyonlardan LOD degeri
+3 oraninda olanlar belirlendi. Bu o6rneklerin PCR asamasindan itibaren tim
islemleri tekrarlandi. PCR asamasinda DNA miktar1 10 pl’ye ¢ikarildi.
3.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ
Bu ¢alismadaki verilerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 13.0 paket
programi kullanilarak yapilmistir. Degerlendimelerde “Kikare testi” ve Fisher Exact

Test” kullanilirken ; p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda 25 olguya ait pterjium dokusu degerlendirilmistir. Ayni
olgulara ait normal konjonktiva dokular: ¢alismada kontrol grubu olarak alinmistur.
Olgularin 10°u (%40) kadin , 15’1 (% 60) erkek ve yas ortalamas: 54.54+13.13’d(.

Gunes gozlugu kullanim oran1 %16 (4/25) idi. Glnlik disarida kalma siresi
ortalama 4.08 (2-8) saatti. Ailesinde birinci derece akrabalarinda pterjium 6ykdsu
bildirilen hasta olmad:.

Pterjium 18 olguda (% 72) korneay: 2-4 mm geciyordu (tip 2), 7 olguda (%
28) ise korneay1 4 mm’den fazla (tip 3) geciyordu (Sekil 5). On bes olgunun (%60)
diger gozinde de pterjium mevcuttu. Bunlarin 4’(inde pterjium tip 3, 3’lnde tip 2,
8’inde tip 1 asamasindaydi. Pterjium tim olgularda nazal lokalizasyondayd: ve
hepsine ilk kez pterjium cerrahisi uygulandu.

Sekil 5. Olgularda pterjiumun evrelere gore dagilimi

®O0lgu |

18 1
16 -
14 -
12 +°
10 -

O N b O ©

Tip 1 Tip 2 Tip 3

Pterjium dokusunun mutasyon analizinden 6nce yapilan DNA izolasyonunun
uygun kalitede ve miktarda oldugu belirlendi. Bunun igin yapilan spektrofotometrik
Olcim (Nanodrop ND ile) Tablo 6 ‘da sunulmustur.
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Tablo 6. izole edilen pterjium DNA’larnin spektrofotometrik analiz sonuclar

Olgu Niikleik A260 A280 260/280 260/230
No Asit (ng/pl)

1 61.7 1.233 0.667 1.85 0.3
2 30.1 0.603 0.351 1.72 0.16
3 28.2 0.564 0.339 1.66 0.14
4 87.9 1.759 0.932 1.89 0.37
5 29.6 0.592 0.355 1.66 0.15
6 28.2 0.564 0.336 1.68 0.15
7 28 0.56 0.334 1.67 0.14
8 335 0.67 0.394 1.7 0.17
9 29.2 0.585 0.347 1.68 0.15
10 40.6 0.813 0.463 1.75 0.18
11 36.1 0.723 0.417 1.73 0.19
12 27.7 0.555 0.331 1.67 0.13
13 27.7 0.554 0.33 1.68 0.13
14 69.1 1.382 0.774 1.78 0.33
15 945 1.891 0.891 2.12 0.45
16 333 0.666 0.382 1.74 0.17
17 32.8 0.657 0.379 1.73 0.17
18 67.8 1.356 0.755 1.8 0.33
19 46.7 0.935 0.524 1.78 0.24
20 27 0.539 0.322 1.67 0.14
21 26.3 0.526 0.318 1.65 0.14
22 39.4 0.787 0.454 1.73 0.18
23 26.4 0.529 0.32 1.65 0.14
24 27.3 0.546 0.328 1.66 0.15
25 27 0.542 0.332 1.63 0.14

“Pyrosequence” yontemi ile yapilan dizi analizinde olgularin normal
konjonktiva dokularinda 12, 13 ve 61 nolu kodonlarda K-ras mutasyonu saptanmadi
(Sekil 6). Ayni bireylere ait pterjium dokularinda kodon 12’de yanliz 1 olguda
mutasyon saptandi. Bu mutasyon Glisin ile Valin (Glil2val; GGT >GTT) vyer
degistirme nokta mutasyonu idi. Kodon 13’de pterjium dokusunda mutasyon
saptanan olgu olmad: (Tablo 7). Istatistiksel analizde Fisher kesin ki-kare testinde
normal gruba gore anlamli bir farklilik bulunmadi (sirasiyla p=0.32 , p=1).
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Tablo 7. Kodon 12,13 ve 61’de mutasyon gorilme siklig

KODON Normal doku Pterjium
Kodon 12 0 1
Kodon 13 0 0
Kodon 61 0 7

Sekil 6. Yirmibesinci olguya ait kodon 12 dizileme grafigi. Mutasyon saptanmayan

normal konjonktiva dokusu.

150

100

Result WildType
I I

Kodon 61’de ise 7 olguda pterjium dokusunda mutasyon saptandi (Tablo 8).
Bu nokta mutasyonlar1 4 olguda glutamin ile arjinin (Glu61Arg CAA>CGA), 3
olguda ise glutamin ile 16sin (Glu61Leu;CAA>CTA) yer degistime nokta mutasyonu
seklindeydi (Sekil 7). Mutasyonlarin goéraldugu olgular Tablo 8’de gdrulmektedir.
Fisher kesin ki-kare testi ile yapilan istatistiksel analizde de kodon 61’deki mutasyon
frekans: pterjium dokusunda normal dokudan istatistiksel olarak da farkli bulundu
(p=0.01) .
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Sekil 7. Olgularin kodon 61’e ait dizileme grafikleri. (A) Kodon 61’de CGA

mutasyonu  (B) Kodon 61’de CTA mutasyonu

konjonktiva dokusu

200+
150 -+

100f - -

(C) Mutasyon saptanmayan normal

ir——
e it v w—— ‘ ‘

Result Mutation
Frequency (mut) 54% (LOD: 3.5%)
A Codon Change (mut) CAA>CGA

Result Mutation
Frequency (mut) 6.0% (LOD: 3.1%)

B Codon Change (mut) CAASCTA
Amino Acid Substitution (mut) Q6IL

Kodon 61’de mutasyon

WildType
T

saptanan

demografik  oOzellikleri

incelendiginde 5’i kadin 2’si erkek 7 olgunun yas ortalamalarinin 53.5 (28-65)
oldugu saptandi. Klinik 6zellikler agisindan ise olgularin 5’inde pterjium tip 2,
birinde tip 3 diizeyindeydi. Tim olgularin diger gozlerinde de pterjium mevcuttu ve
5 olguda evre 1,bir olguda tip 2 asamasindaydi. Olgularin higbiri gunes gozlugu
kullanmiyordu ve gunluk ortalama disarida ¢alisma siresi 3.33 (3-5) saatti.
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Tablo 8. K-ras Kodon 61 mutasyon analiz sonuglar

OLGU KODON 61
NO Normal doku Pterjium
1 N N
2 N CAA>CGA
3 N N
4 N N
5 N CAA>CGA
6 N N
7 N N
8 N N
9 N N
10 N N
11 N CAA>CTA
12 N CAA>CGA
13 N N
14 N N
15 N CAA>CTA
16 N N
17 N CAA>CGA
18 N N
19 N N
20 N N
21 N CAA>CTA
22 N N
23 N N
24 N N
25 N N

36



5. TARTISMA

Konjonktivanin hiperplazi ve displazisi ile karakterize pterjiumun Klinik
Ozellikleri ve cerrahi tedavi yontemleri iyi bilinmekle birlikte patogenezi halen tam
olarak agiklanamamistir. Ancak bugtine degin yapilan ¢alismalarda gosterilen hiicre
siklus regulasyonundaki proliferasyon lehine degisiklikler, apoptozisin inhibisyonu,
VEGF, b-FGF, TGF-B vb biyime faktorlerinin artisi, anjiojenik stimilasyon ve
ekstraseltiler matriksin modulasyonu vb bulgular pterjiumun neoplazi benzeri bir
blytme bozuklugu olabilecegi siiphesini gundeme getirmektedir (Detorakis ve
Spandidos 2009; Liu ve ark. 2013; Bradley ve ark 2010). Metastatik timor 6zellikleri
gostermemekle birlikte kanser dokusuna benzer sekilde hiicre migrasyonu ve lokal
anjiogenez gerektirmesi benign neoplazi hipotezini desteklemektedir. Gunimizde
Ozellikle niks pterjium tedavisinde cerrahi eksizyona ek olarak kullanilan 5-
florourasil, mitomisin vb ilaclar ile daha basarili sonucglar elde edilmesi de
patogenezde kontrol edilemeyen hicre cogalmasinin sézkonusu oldugunu
distndirmektedir (Yagmur 2007).

Son vyillarda yapilan birgok calismada da pterjium —benign neoplazi
benzerligini destekleyen bulgular elde edilmistir. Telomerin kisalmasini bloke ederek
hiicre bolinmesinde rol oynayan bir ribonikleoprotein olan telomerazin birgok
neoplazideki gibi 0Ozellikle UVR etkisi ile artmasi, hiicre proliferasyonunda rol
oynayan ve kanserlerde sirekli olarak aktive oldugu bilinen MAP kinaz sinyal yolag:
uyelerinin pterjiumda anormal ekspresyonu bunlara 6rnek olarak verilebilir (Park ve
Jin 2000; Forsyth ve ark. 2002; Di Girolama ve ark. 2004; De Luca ve ark. 2012; del
Barco ve ark. 2012; Detorakis ve ark. 2010; Cui ve ark. 2011). LH ve Mi’de
transformasyon gosteren hucrelerin karakteristik bir 6zelligidir. Detorakis ve ark.
(1998) pterjium dokusunda en sik 9p’de (48%), takiben 17g’da LH oldugunu
gostermislerdir ancak MI saptayamamuslardir. LH daha fazla olmak tzere , Mi
pterjium etiyolojisinde tumor supresor genlerin rol oynadigini desteklemektedir
(Spandidos ve ark. 1997; Detorakis ve ark. 1998; Detorakis ve ark. 2000). Bu
anormalliklerin Gst kapak altinda kalan, ginese maruz kalmayan normal
konjonktivada olmamas: ise degisikliklerin UV-radyasyonu ile iliskili oldugunu
dogrulamaktadir (Schneider ve ark 2007).

UV’nin DNA ‘da neden oldugu hasarin onarilamamas ile karakterize bir

kromozom kirig1 hastaligi olan kseroderma pigmentosumda cilt kanserlerinin sik
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goruldigi bilinmektedir. Bu hastalarda da en sik okuler bulgulardan biri pterjiumdur.
Coroneo (2011) hipotezine gore goze direk olarak az miktarda UV 1sik vurmakta
ancak yansiyan 1gik gozin 6n kisminda odaklanmakta ve distal limbustaki korneal
kok hicreler direk vuran 1s1gin 20 katina kadar ulasan oranda UV’ye maruz
kalmaktadir (Podskochy 2004). Bu nedenle de yizeyel limbus hicreleri normal
vuran 1181 absorbe ederken yansiyan isik kornea kok htcrelerinin direk hasar
gormesine yol agmaktadir. Bu durum da kseroderma pigmentosumda pterjiumun en

sik konjonktiva bulgusu arasinda yer almasina yol agmaktadir (Brooks ve ark. 2013).

UV 151810 en sik yol agtigi baz degisimleri diprimidine sekanslarinda C— T
ve CC— TT ‘dir (Wood ve ark. 1984). Bunlardan biri olan siklobutan primidin
dimerleri frekans, yavas tamir ve mutajenite gézonunde bulunduruldugunda en
mutajenik olandir (Yoon ve ark. 2000; You ve ark. 2001) Deneysel bir calismada
tavsan kornealarinda da UV sigin siklobutan primidin dimeri olusumuna yol agtigi
bildirilmistir (Cimpean ve ark. 2013).

Siklobutan primidin olusumuna en hassas bolge ise fare cilt timorlerinde p53
geninin 6zellikle 270. Kodonunu (insanlarda 278. Kodona karsilik gelir) olarak
gosterilmigtir.  (Kanjilal ve ark. 1993; van Kranen ve ark. 1995). Ultraviyole
radyasyon hasarli hucrelerin birgogunda major hiicre stress dizenleyicilerinden olan
p53 asir1 ekspresyona ugramaktadir. Bu imminhistokimyasal yontemlerle de
gosterilmistir. (Wood ve ark. 1984) Bir tumor supresor olan p53 hiicre siklusunu
dizenlemekte ve DNA tamir, ve sentezi, hiicre diferansiasyonu ve apoptozisi
surecinde fonksiyon gérmektedir. insanlardaki neoplastik olaylardaki en sik genetik
markirdir (Pfeifer 1997).

Normal hucrelerde genellikle saptanamayan p53 mutasyonu insan
konjonktivasinda da normalde zayif ekspresyon gostermektedir (Bargonetti ve
Manfredi 2002). Pterjium dokusunda da p53’ln artmis ekspresyonu birgok ¢alismada
gOsterilmistir. Chowers ve ark. (2001) p53’un aktif primer pterjiumlarda asiri,
rekurren pterjiumlarda aktif formdan biraz daha az ekspresyon gésterdigini rapor
etmislerdir. Bu iliski nedeniyle Weinstein ve ark. (2002) da pterjiumun dejeneratif
bir patoloji degil anormal veya kontrolstz hiicre proliferasyonundan kaynaklandigini
ileri sirmislerdir. Ancak celiskili sonuclar bildiren cahsmalar da mevcuttur. Ornegin
Tunuslu hastalarda p53 asir1  ekspresyonu  gorulirken  Japon hastalarda

saptanamamistir. Bu da Tunus’lu hastalarda aktinik patolojinin daha fazla rol
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oynadigimi dustindurmektedir (Ueda ve ark. 2001). Chowers ve ark (2001) ise p53’ln
sadece primer pterjiumlarda pozitif oldugunu rekirren formlarda saptanamadigini
bildirmis ve rekurensle iliskili olmadigimni ileri sirmustar.

Ancak p53 mutasyonunun agirhikli olarak aktinik radyasyona maruz
kalanlarda gorilmesi ve rekirrenslerde dusiuk olmasi hiicre proliferasyonunun
tetikleyen baska onkogenlerin de rol oynayabilecegini dustindiirmektedir. Bu nedenle
tumor supresor genlerin yanisira protoonkogenlerin de UVR’dan etkilenerek
pterjium olusumunda rol oynadigini bildiren ¢alismalar glindeme gelmistir. Fare cilt
timorlerinde kultir hiicrelerinde UVR’a maruziyet sonrasi H-ras, K-ras, ve N-ras
genlerinde mutasyonlar da saptanmistir ve genellikle insanlarda da kutantz
melanomlar gibi giinese maruz kalan bdlgelerde gorilmektedir. Bu mutasyonlar
genleri aktif hale getirmektedir (Dushku ve Reid 1994; Nishigori ve ark. 1994).

Ras onkogenleri malign timorlerin yaklasik %22’sinde aktive olmaktadir
(Prior ve ark. 2012). Karsinogenezin 0Ozellikle erken doénemlerinde saptanan
mutasyonlarin prekanser6z veya benign tumadrlerde aktivasyonu ile ilgili bilgilerimiz
smirlidir . Cildin benign bir timori olan keratoakantomda ve prekanserdz bir
lezyonu olan kolon adenomlarinda da ras mutasyonlar1 bildirilmektedir (Coraminas
ve ark. 1991). insanlarda malignensilerde saptanan K-ras geni mutasyonlarmin
%98’i kodon 12 ve 13’de saptanmaktadir. Kodon 61 mutasyonlari malignensilerde
oldukga nadir gorilmektedir (Prior ve ark. 2012). Mutant ras proteinleri, kodon
61’de fosfat baglanmas: icin gerekli olan su molekullerinin koordinasyonunu
bozarak kodon 12 ve 13’de ise van der Waals baglarmin olusumunu 6nlemektedir.
Hidrolizi bozulan GTP’nin ras proteinin aktif ras-GTP formunda kalmasina; bu da
hicrenin kontrolsiz uyarilmasina yani Ras/RaffMEK/ MAPK yolagmin asiri
aktivasyonuna yol agmaktadir (Scheffzek ve ark. 1997) .

Pterjium dokusunda restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi (restriction
fragment length polymorphism- RFLP) ve sekans analizi yontemleri ile yapilan bir
caligmada pterjiumlarin %210’unda kodon 12’de K-ras mutasyonu (tim olgularda
GGT- glisinden GTT-valin’e) gosterilmistir. Ayn1 ¢calismada normal konjonktiva ve
periferik kan Orneklerinde mutasyon saptanmamistir. H-ras ve N-ras’da da kodon
12’de mutasyon saptanmamistir. Ancak K-ras kodon 12’deki mutasyonlarinin
postoperative rekirrens ve geng yasla korele olmasi pterjiumun klinik profili ile

uyumlu oldugunu gostermektedir (Detorakis ve ark. 2005).
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Bizim ¢alismamizda sadece bilinen mutasyon varligini taramak yerine tim
bolgenin dizilemesine imkan saglamasi, sensitivitesinin yuksek olmasi nedeniyle
RFLP yontemi yerine bolgesel dizileme yontemini tercih edildi (Zhiyong ve ark.
2006). Yalniz primer pterjium eksizyonu yapilan 24 olguda K-ras mutasyonunun
degerlendirilmis ve kodon 12’de yalniz bir olguda K-ras mutasyonu saptanirken,
kodon 61’de 7 olguda mutasyon saptanmistir. Bu nokta mutasyonlart 4 olguda
Glu61lArg, 3 olguda Glu6lLeu mutasyonu seklindeydi. A-T’dan T-A’ya
tranversiyona bagli glutamin I6sin transformasyonu benign bir cilt timori olan
keratoakantomda da Hras onkogeni 61. Kodonundaki en sik mutasyon olarak
bildirilmistir (Corominas ve ark. 1991). Detorakis ve arkadaslarinin (2005)
caligmasindan farkl olarak bolgesel dizileme yonteminin kullanildig: calismamizda
yalniz primer cerrahi uygulanan pterjium olgular1 dahil edildigi icin Detorakis ve
ark.min ileri strdigli kodon 12 mutasyonu ile rekdrrens iliskisini gosterilememistir.

Kodon 61’de mutasyon saptanan olgularin 6zellikleri incelendiginde yas
ortalamas: ve pterjium evrelerinin benzer oranlarda oldugu goértlmektedir. Ancak
olgularin timinde pterjiumun bilateral olmasi bu olgularin K-ras mutasyonu igin
belki de bir yatkinhk tasidiklarini diisindirmektedir. Bu gruptaki olgularin giinlik
ortalama disarida c¢alisma suresi daha kisa olmasina ragmen glnes gozlugu
kullanmamas:  mutasyona vyatkinhgir agiklamaktadir. Ancak bu  durum
degerlendirilirken hastalardan alinan bu bilgilerin hata paymin yiksek oldugu
g6zonlnde bulundurulmaldir.

Pterjiumda K-ras kodon 61 mutasyonu ile ilgili daha 6nce yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir. Literaturde bu konuda bir ilk olan ¢alismamizda bu
bolgedeki mutasyon oranit normal konjonktiva dokusuna goére anlamli olarak farkl
bulunmustur. Térmanen ve ark. (1992) cilt timorlerinde UV radyasyonun
olusturdugu primidin dimerlerinin ras onkogeninde kodon 61 mutasyonuna yol
actigmi gostermistir. Pterjiumda da K-ras onkogeninde kodon 61’de mutasyonun
normal dokuya gore belirgin artis1 pterjiumun benign bir neoplazi olmas: yonindeki
bulgulart desteklemektedir Bu pterjium dokusunda hucrelerin regilasyonunda
proliferasyon yonundeki degisiklikleri, biyume faktorlerinin artisin1 ve 0Ozellikle
antikanserojen ajanlarin tedavideki etkinligini agiklayici bir bulgudur. Mutasyon
saptanan olgularin yas ortalamasmin diger olgulara gore daha ylksek olmast,
bilateralite ve glines gozligi kullanim oraninin ana gruptan daha distk kalmasi ileri

yas ve UV’ye maruziyetin mutasyonla iligkili olabilecek risk faktorleri olabilecegini
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disundurmektedir. Ancak bu iliskinin agikliga kavusturulmas: daha fazla olgu igeren
ve bu faktorlere gore gruplanmis yeni ¢alismalar ile mimkiin olacaktir.

.Mevcut tedavi yontemleri ile ancak eksize edilerek tedavisi mimkin olan
pterjiumun daha kolay ve kesin tedavisi i¢cin progresyonunda etkin olan molekuler
mekanizmalarin ortaya konmas sarttir. Molekiler mekanizmalara yonelik tedaviler
konjonktivadaki bu hiperplazinin 6nlenmesini saglayarak prognozda 6nemli
gelismeler saglayabilecektir. Calismamizda K-ras kodon 61 mutasyonunun normal
dokuya gore istatiksel olarak anlamli artis gostermesi patogenezde benign neoplazi
benzeri proliferasyon hipotezini destekleyen ve yeni tedavilere dnculuk edebilecek

bir bulgudur.
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