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ÖZET

Amaç:  Uzun süreli ultraviyole a maruziyetin tetikledi i bir çe it benign

proliferasyon oldu u dü ünülen  pterjium dokusunda bir onkogen olan K-ras

mutasyonu s kl n de erlendirilmesi

Metot:  Selçuk Üniversitesi T p Fakültesi Göz Hastal klar  A.D. ‘da otogreft ile

pterjium eksizyonu esnas nda al nan pterjium ve normal doku örnekleri DNA

izolasyonuna kadar -80°C’de sakland . Çal man n di er prosedürleri Konya

Necmettin Erbalan Üniversitesi T bbi Genetik Anabilim Dal ’nda yürütüldü. Taze

dokudan DNA izolasyonu “QIAamp DNA FFPE tissue kit” ile yap ld .  PCR ile

DNA’n n K-ras geni  kodon 12,13 ve 61 bölgelerini içeren dizileri amplifiye edildi..

Elde edilen ürünlerde “pyrosequence” sistemi kullan larak K-ras kodon 12, kodon 13

ve kodon 61 ‘de mutasyon mevcudiyeti de erlendirildi.

Bulgular: Çal mada toplam 25 olgunun (10 kad n, 15 erkek) pterjium ve normal

doku örnekleri de erlendirildi. Olgular n ya  ortalamas  54.54±13.13’dü.  Pterjium

18 olguda (% 72) korneay  2-4 mm geçiyordu (tip 2), 7 olguda (% 28) ise korneay  4

mm’den fazla (tip 3) geçiyordu. On be  olgunun (%60) bilateral pterjiumu mevcuttu.

Pterjium tüm olgularda temporal lokalizasyondayd  ve hepsine ilk kez pterjium

cerrahisi uyguland . Yap lan analizde olgular n normal dokular nda K-ras mutasyonu

saptanmazken, ayn  bireylere ait pterjium dokular nda Kodon 12’de 1 olguda, kodon

61’de 7 olguda mutasyon saptand . Kodon 61’deki bu nokta mutasyonlar  4 olguda

glutamin ile arjinin (Glu61Arg CAA>CGA), 3 olguda ise glutamin ile lösin

(Glu61Leu;CAA>CTA) eklindeydi.

Sonuç: Etiyopatogenezi halen tam olarak anla lamam  olan pterjium dokusunda K-

ras geni 61. Kodonunda istatistiksel olarak anlaml  oranda mutasyon saptanmas  bu

olu umun benign bir tümöre benzer özellikler ta  fikrini desteklemektedir.
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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 Selçuk 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 “QIAamp 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’dü.  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 (Glu61Arg CAA>CGA) in 4 cases and

glutamine ile leucine (Glu61Leu;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. G  ve AMAÇ

Konjonktivan n özellikle ultraviyole a maruziyetle s  ba lant  gösteren,

bir çe it benign proliferasyonu olan pterjiumun etiyopatogenezi halen tam olarak

ayd nlat lamam r. Ultraviyole a uzun süreli maruziyetin en önemli risk faktörü

oldu u gösterilmi  olmakla birlikte bunun pterjium olu umunu nas l tetikledi i halen

netle memi tir. Benign cilt tümörlerinde de patogenezde rol oynayan ultraviyole

n bu dokularda tümör supresör genlerin birço unun ve bir onkogen olan K-ras’ n

aktivasyonuna yol açt  çe itli çal malarda bildirilmi tir.

Benign bir tümör say lan pterjiumda ultraviyolenin etkisi bilinmesine ra men

tümör supresör ve onkogenlerin etkisi literatürde çok az çal mada

de erlendirilmi tir. K-ras onkogeni mutasyonu üzerine ise yaln z bir çal ma

mevcuttur. Detorakis ve ark.n n bu çal mas nda doku örneklerinin %10’unda

özellikle rekürrens gösteren genç olgularda kodon 12’de K-ras mutasyonu

gösterilmi  ancak kodon 61 çal lmam r. (Detorakis ve ark. 2005).

Bu tez kapsam nda konjonktival otogreft tekni i ile pterjium eksizyonu

yap lan bir olgu serisinde pterjium olgular n morfolojik olarak s fland lmas  ve

dokuda K-ras ekzon 2, kodon 12 ve 13, ekzon 3 kodon 61 mutasyon analizi

yap lmas  amaçlanm r.  “Pyrosequence” yönteminin kulan lmas  sayesinde  yüksek

güvenilirlik düzeyi sa lanm r. Moleküler bulgular ile demografik ve

klinikopatolojik verilerin ili kilendirilmesi, sonuçlar n literatür e li inde

de erlendirilmesinin  yap lmas  planlanlanm r.
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2. GENEL B LG LER

2.1 Pterjium

Göz kapa  aral nda, tipik olarak üçgen eklinde, konjonktivadan korneaya

do ru uzanan fibrovasküler bir doku olan pterjiumun toplumda yayg nl  %0.3-29

aras nda de mektedir (Moran ve Hollows 1984; Taylor ve ark. 1992). Genellikle

kad n-erkek oran  e ittir. Ancak baz  toplumlarda erkeklerin çevre faktörlerine daha

fazla maruz kalmas yla ili kili olarak erkek oran  daha belirgin olabilmektedir.

Literatürde rksal farkl klar da bildirilmi tir (Skolnick ve Grimmett 2005).

Pterjium gözün s kl kla nazal kadran nda görülür. Ancak nadiren temporal

kadran da beraberinde etkilenebilir (Resim  1). Olgular n yakla k 1/3’ü bilateral

tutulum göstermektedir.

Klinik muayene bulgular na göre ba k, ba  ve gövde olarak üç k sma ayr r.

Ba k pterjiumun korneaya do ru ilerleyen k sm nda gri beyaz , kavisli subepitelyal

kornea opasitesidir. Bu bölgede kornean n Bowman tabakas  hasarlanm r. Kronik

vakalarda ba n önünde anormal göllenen gözya  kornea epitelinde demir

depozitlerinin birikmesine neden olur. Bu birikim Stocker çizgisi olarak adland r.

Ba  k sm  kabar k beyaz bir kitledir ve korneaya s  olarak yap kt r. Gövde

damarl , kabar k, hareketli bir kitle eklindedir. Üst ve alt kenar nda normal

konjonktivadan belirgin bir hat ile ayr r. Bu hat pterjiumun cerrahi tedavisinde

önemlidir. Aktif pterjiumda damarlar dolgundur ve sürekli büyüme gösterir.

Resim 1.
Pterjiumun
Görünümü
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Tekrarlayan enflamasyon ataklar  görülebilir. Bazen olgularda pterjium y llarca

sessiz kal p damarl  yap n gerilemesi ile düzle ebilir.

Pterjiumlar klinik özelliklerine göre 3 gruba ayr r. Bu s fland rmada

büyüklük, vaskülarizasyon, kornea yüzeyine yay m ve optik zonu tutmas  esas

al nm r.

Tip 1: Küçük primer pterjiumu tan mlar. Limbusta s rl  olup korneay

minimal infiltre etmektedir. Fibröz, pinguekular ve klasik tip olmak üzere üç tipi

mevcuttur.

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

nüks pterjiumdur.

Tip 3: Optik zonu tutmu  ileri primer veya nüks pterjiumlard r. Kornea

kal nl n %30’u lezyon taraf ndan infiltre edilmi tir.

Semptomlar n iddeti genellikle klinik tiple orant r. Tip 1’de hafif

derecede rahats zl k gözlenirken Tip 2 ve 3’de hastalar yabanc  cisim duyusu,

yanma, sulanma ve bulan k görmeden ikayet edebilirler (Skolnick ve Grimmett

2005; Ya mur 2007). Snellen e elinde görme iyi bile olsa kama ma ve kontrast

duyarl kta azalma olu abilir (Lin ve ark. 1989). Bu bulgular n birço u pterjiumdaki

aktif inflamasyonla ili kilidir. Baz  olgularda kornea yüzeyinde  olu turdu u çekme

etkisi korneada düzle meye yol açmaktad r. lerlemi  olgularda göz hareketlerinde

tl k ve diplopi olu turabilir. Kozmetik olarak da ho  olmayan bir görüntüye yol

açmaya ba lar (Skolnick ve Grimmett 2005).

2.1.1 Etiyoloji ve Patogenez

Pterjiumun UV a maruziyet, kuru ve s cak iklim vb. çevresel faktörlerle

ili kili oldu u ileri sürülmektedir. Bu ili ki ile ilgili kuvvetli epidemiyolojik veriler

mevcuttur. Chen ve ark. (2013) pterjium oran n da larda oturanlara göre deniz

kenar nda oturanlarda çok daha yüksek oldu unu göstermi tir.  Ekvatora yak n

bölgelerde bu fibrovasküler lezyonun popülasyonun yakla k %22’sini etkiledi i

tahmin edilirken (Coroneo 1993; Hilgers ve ark. 1960), ekvatora uzak bölgelerde

prevalans %2’nin alt na dü mektedir. (Mackenzie ve ark. 1992). Güne ndaki

ultraviyole nlar  pterjiumun geli imindeki en önemli çevresel faktör olarak
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görülmektedir. Ayr ca erkeklerde kad nlara göre 2 kat daha fazla görülmesi de baz

ülkelerde erkeklerin kad nlara göre d  ortamda daha fazla zaman geçirmesine

ba lanmaktad r (Skolnick ve Grimmett 2005).

Pterjiumun daha çok nazalde görülmesi ise temporalden gelen nlar n

temporal kornea taraf ndan k larak nazal korneada odaklanmas , bu nedenle  nazal

kornean n daha fazla UV’ye maruz kalmas  ile aç klanmaktad r.  UV’ye maruziyetin

kornea konjonktivalizasyonunu önleyen sabit bir bariyer olan limbal kök

hücrelerinde tahribata dolay yla bariyerin hasar görmesine yol açt  ileri

sürülmektedir (Coroneo 1993). Bu hasar n nas l oldu u konusunda çok say da

çal mada farkl  hipotezler ileri sürülmü tür. imdiye kadar yürütülen çal malarda

etkisi oldu u gösterilen  faktörler u ba klar alt nda toplanabilir:

1. Kal tsal genetik faktörler

2. Epigenetik de iklikler

3. Oksidatif stres

4. Hücre siklus regülasyonu

5. nflamatuar medyatörler

6. mmünolojik mekanizmalar

7. Büyüme faktörleri

8. Anjiojenik stimulasyon

9. Ekstraselüler matriks modülasyonu

10. Kolesterol metabolizmas  modifikasyonu

11. Virüsler

1. Kal tsal genetik faktörler

Baz  olgularda da pozitif aile öyküsü bildirilmi tir.  Pterjiumun otozomal

dominant inkomplet penetrans ile kal m gösterdi i iddia edilmi  ancak kesin olarak

gösterilememi tir (Chui ve ark. 2008, Di Girolamo ve ark. 2006).  u ana kadar

pterjium olu umu ile direk ili kili, kal  gösterilmi  bir gen bölgesi mutasyonu

bulunmamaktad r. Hücre siklus regülasyonunda görev alan baz  proteinlerde

polimorfizm, bir tümör supresör gen olan p53’ün veya ras onkogenlerinin

mutasyonlar  bildirilen genetik de ikliklerdendir, ancak bu de ikliklerin
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kal mlar  ile ilgili bir bilgi literatürde bulunmamaktad r (Weinstein ve ark. 2002;

Tung ve ark 2010; Detorakis ve ark. 2005)

2. Epigenetik de iklikler

Chien ve ark.n n çal mas nda da (2013) ilk defa olarak primer pterjiumlarda bir

tumor supresör  olan ve kornea epitel farkl la mas n yani kök hücre fonksiyonunu

ve doku geli imini kontrol eden miR-145’nin azald  ve bunun  pterjiumdaki

smen elastik dejenerasyonla negatif korelasyon gösterdi ini bildirmi tir. Özellikle

de miR-145’in kök hücrelerin kendini yenileme  sürecinde, pluripotent genlerin

indüksiyonunda, limbal bölgede farkl la man n represyonu gibi fonksiyonlar ndaki

bozulman n pterjium patogenezinde rol oynad  ileri sürülmü tür

Riau ve ark. (2011) ise  çal malar nda TGM-2, MMP-2 ve CD24

proteinlerinin anormal ekspresyonu ile ili kili aberran DNA metilasyon bölgeleri

oldu unu  göstermi lerdir. Tümör supresör geni p16 promotor bölgesinin

hipermetilasyonu ve buna ba  azalm  ekspresyonunu ve buna ba  kontrolsüz

hücre ço almas  oldu unu bildiren çal malar da mevcuttur (Chen ve ark. 2006).

3. Oksidatif stres:

UV radyasyonun oksidatif DNA hasar na yol açt  bilinmektedir ve pterjium

patogenezinde bunun önemli bir faktör oldu u dü ünülmektedir. Hatta pterjiumlu

olgulardaki demir birikiminin de lokal epitel hücrelerinde oksidatif strese ba

demir homeostazisindeki bozulman n göstergesi oldu u dü ünülmektedir (Loh ve

ark. 2009). Oksidatif stres artm  reaktif oksijen ve nitrojen türevlerini aç a

karmakta ve bu da DNA hasar na, lipid peroksidasyonuna ve protein yap nda

de ikliklere yol açmakta yani pterjium patogenezinde primer rol oynamaktad r.

Çe itli çal malarda DNA oksidatif hasar  gösteren önemli mark rlardan biri

olan 8-hidrokisiguanozin pterjium dokusunda gösterilmi tir (Kau ve ark. 2006;

Tsai ve ark. 2005a; Perra ve ark. 2006). 8-Hidrokisiguanozini metabolize eden  8-

hOGG1  enziminin pterjiumda aktivitesinin artt  bildirilmektedir (Tsai ve ark.

2005a). Ayr ca   hOGG1’in çe itli polimorfizmlerinin  pterjium riskini artt rd

rapor eden çal malar da bulunmaktad r (Kau ve ark. 2004).  Glutatyon S-

transferaz M1 null genotipi UV a maruziyeti artt rmakta ve pterjiumlu genç

bireylerde frekans n yüksek oldu u bildirilmektedir (Tsai ve ark. 2004a).
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4. Hücre siklus regülasyonu

Hücre siklusu regülasyonunun i leyi inde apoptozis regülasyonunun

bozulmas n pterjium patogenezinde anlaml  bir rolü bulunmaktad r. UV n

kornea epitelinde apoptotik de iklikleri tetikledi i gösterilmi tir (Podskochy ve

ark. 2000; Ren ve Wilson 1994). Bu de iklik pro-apoptotik proteinler (Örn: bax) ve

anti-apoptotik proteinler (bcl-2) aras ndaki dengenin antiapoptotikler lehine

bozulmas ndan kaynaklan r. Apoptozise dirençli hale getiren bu de im pterjium

bazal epitelinde yüzeyel tabakalara göre daha belirgin olmaktad r (Tan ve ark. 2000;

Podskochy ve Fagerholm 2001; Di Girolamo ve ark. 2004). Ayr ca pterjium

impresyon sitolojisi spesmenlerinde skuamöz metaplazi ve daha az  apoptotik

mark rlar saptanm r (Wang ve ark. 2000). Apoptozisin iki önemli mark ndan olan

TUNEL boyamalar  ve bax normalde tam kat boyanma gösterirken pterjiumun

sadece epitel bazal tabakas nda boyanma göstermektedir. Bir antiapoptotik protein

olan bcl-2’de normal konjonktivada bulunamazken pterjium dokusunda

bulunabilmektedir (Tan ve ark. 2000). Apoptozis protein inhibitörleri ailesinin bir

üyesi olan survivin de pterjiumla ili kili bulunmu tur. Maxia ve ark. (2009) UV-B

maruziyetinin ve buna ba  oksidatif stresin “survivin” düzeyinde art a yol açt

ve bunun da UV-indüklenmi  apoptozis ve hiperproliferasyona dirence yol açt

ileri sürmü tür.

Tümör supresör p53 bir yandan proliferasyonu önlerken di er yandan DNA

mutasyonu varl nda apoptozisi indükleyerek bir kontrol noktas  görevi

üstlenmektedir.  Çe itli çal malarda pterjium bazal epitelinde artm  p53 düzeyi

gösterilmi tir (Dushku ve ark. 1999; Tan ve ark. 1997; Weinstein ve ark. 2002).

Ancak bu art a ra men mutasyon nedeniyle proteinin normal fonksiyon

gösteremedi i ileri sürülmektedir (Dushku ve Reid 1997; Ueda ve ark. 2001;

Reisman ve ark. 2004).  P53 Mutasyon oran  çe itli çal malarda %15.7-38.1

aras nda bildirilmektedir Ueda ve ark. 2001; Reisman ve ark. 2004; Tsai ve ark.

2005b). Bu da UV radyasyonun p53’ü stabilize etti i bu nedenle pterjiumda

düzeyinin artt  hipotezini desteklemektedir (Ashcroft ve ark. 1999). Literatürde

p53’ün pterjium geli iminde rolü olmad  iddia eden çal malar da  mevcuttur

(Schneider ve ark. 2006; Tsai ve ark. 2004b, 2005c).

Ayr ca enterasan olarak p53 ekspresyonu epitel ve bazal tabaka aras nda da

de iklik göstermekte bazal tabakada yüzeyel tabakaya göre daha yüksek
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seyretmektedir. Bu bulgu transkameral yolla limbal kök hücrelerin  solar a artm

maruziyeti ile aç klanmaktad r (Di Giroloma ve ark. 2004; Tan ve ark. 1997;

Weinstein 2002).

SNP mark rlar  genler ve hastal klar aras ndaki kompleks ili kiyi belirlemede

etkin bir araçt r. P53 kodon 72 polimorfizmleri (rs104(21)2522, G/C Ard 72Pro)

tümör üphesi için en önemli mark rd r (Liu  ve ark. 2012). Bir çal mada 36

pterjium örne inden 30’u heterozigot üçü prolin aleli için homozigot, 2’si arjinin

aleli için homozigottur, kontrol grubunda ise 21 hastadan 12’si heterozigot, 7’si

proline aleli için homozigot, 2’si arjinin aleli için homozigottur (Rodrigues ve ark.

2008). p53 proteinin anormal ekspresyonunun kodon 72 polimorfizmi birlikteli i

pterjium patogenezinde p53 mutasyonunlar n rol oynad  dü ündürmektedir

(Hussain ve ark. 2001).

P53 DNA tamir  sisteminde  anahtar  bir  rol  oynad ndan sistemin  a  ak

komponentleri anormal ekspresyona u ruyor olabilir. Çift sarmall  DNA k k

tamirinde rol oynayan genler özellikle MRN  kompleksi üyeleri (Mre11–Rad50–

Nbs1), RAD 51 ve iki RAD51 paralo u (XRCC2 ve XRCC3) pterjium olgular nda

kontrol gruplar na göre farkl  ekspresyona u ramaktad r (Lekawa-Ilczuk ve ark.

2011). Pterjium dokular nda kontrol konjonktiva dokular na göre RAD50 proteininin

fazla ekspresyonu gözlenmektedir. RAD50 çift sarmall  DNA k klar n h zl

tamirini tetiklemede rol oynamaktad r (Delmas ve ark. 2009). Pterjium dokular ndaki

 ekspresyonu rekombinasyonel DNA tamir mekanizmalar n aktivasyonun söz

konusu olabilece ini dü ündürmektedir. RAD51, XRCC2 ve XRCC3 genlerinin

ekspresyonu pterjium rekürrens öyküsü olan hastalar n periferik kan lenfositlerinde

de artm r. RAD51’in aktivitesini regüle edebilen PLK1 (polo benzeri kinaz 1)’de

pterjiumda yüksek ekspresyona u ramaktad r (Lu ve ark. 2009). Bu kan t pterjium

patogenezi ve çift sarmall  DNA k k tamir sistemleri aras nda temelden bir ba lant

oldu unu göstermektedir.

 Etiyopatogenezde p16, p27, p63 (p53 gen ailesinin bir üyesi), cyclin D1,

Ki67, prolifere olan hücre nükleer antijeni, K-ras ve Ku70 gibi ba ka hücre siklus

regülatörlerinin  de rolleri üzerinde çal lm r.  p16, p27, p63 (p53 gen ailesinin bir

üyesi), cyclin D1, Ki67, prolifere olan hücre nükleer antijeni, K-ras hücre
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bölünmesinde G1-S kontrol noktas nda görev yapmaktad r (Sakoonwatanyoo ve ark.

2004; Chen ve ark. 2006; Tong 2008a; Kase ve ark. 2007a). Ku70 DNA çift sarmal

k tamir proteinidir ve pterjiumda polimorfizmi bildirilmi tir (Tsai ve ark. 2007).

Bu proteinlerin regülasyonunun kayb  pterjiumun kontrolsüz büyümesine yol

açmaktad r. Ayr ca telomeraz aktivitesinde art  ve buna ba  hücre replikasyonu

ras nda telomer k salmas n engellenmesi ve hücre ömründe uzama oldu u da

gösterilmi tir (Shimmura ve ark. 2000).

S100 proteini hücre migrasyonu, proliferasyonu ve farkl la mas  gibi

biyolojik fonksiyonlar  module eden di er proteinlerle etkile en, 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 göre daha fazla ekspresyona u rad  bildirilmi tir (Jaworski ve ark.

2009; Riau ve ark. 2009). Ayr ca doku faktörünün de epitelyal-mezen imal geçi e

ba  yada ba ms z yolaklarla pterjium formasyonunda rol oynad  gösterilmi tir

(Ando ve ark. 2011). Ayn  zamanda COX-2 (siklooksigenaz-2) ve vasküler

endotelyal büyüme faktörü eksprese eden maktofajlar n da pterjium patogenezi ile

ili kisi bildirilmektedir (Park ve ark. 2011). NF-kB yola n da pterjium

dokular nda normal konjonktiva dokular na göre daha fazla aktive oldu u rapor

edilmi tir (Siak ve ark. 2011, Torres ve ark. 2011; Lan 2012). nflamatuar sitokin

TNF-  ile stimülasyon pterjium fibroblastlar nda kanonik ve kanonik olmayan NF-

kB   yolaklar  aktive  edebilir  (Siak  ve  ark.  2011).    Primer  pterjiumda  COX-2  ve

survivin proteini  aras nda anlaml  korelasyon oldu u da bildirilmektedir ki bu da

pterjiumun anti-apopitotik bir mekanizmadan kaynakland  dü ündürmektedir

(Maxia ve ark. 2009).

5. nflamatuar medyatörler

 UV-B maruziyeti çe itli kemokin, sitokin ve büyüme faktörlerinin

indüklenmesine ve buna ba  olarak inflamatuar hücre toplanmas  ve

neovaskülarizasyona yol açabilmektedir. Interlökin-6 (IL-6), IL-8 ve tümör nekroz

faktörü  –   pterjiumda  ve  UV-B  maruziyeti  sonras   artmaktad r  (Di  Girolamo   ve

ark. 2002; Kria ve ark. 1998; 1996). UV-B maruziyeti sonras  IL-1’de de art

olmakta ve ba ka inflamatuar medyatörler ve matriks metalloproteinazlar n

artmas na yol açmaktad r. (Di Girolamo ve ark. 2004). Pterjiumda siklooksigenaz-
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2’de de art  olmakta ve bu da prostaglandin ürünleri ve inflamatuar kaskadlarda

art a neden olmaktad r (Chiang ve ark. 2007). Hücre farkl la mas  ve inflamasyonda

rol oynayan fosfolipaz –D’nin de pterjiumda artt  bildirilmi tir (Tong ve ark.

2008b). nflamatuar medyatörler pterjiumda genellikle primer de il baz

de ikliklere ikincil olarak art  göstermektedir (Bradley ve ark. 2010).

6. mmünolojik mekanizmalar

mmünolojik mekanizmalar n pterjium patogenezindeki rolü kesin olarak

gösterilmemi  olmakla birlikte doku örneklerinde artm  sinyalizasyon, vasküler

hücresel adezyon molekülü-1, interselüler adezyon molekülü -1’de art  ve HLA-DR

aberrant ekspresyonu gösterilmi tir (Beden ve ark. 2003; Ioachim-Velogianni ve ark.

1995). Di er sinyalizasyon moleküllerinden E-cadherin ve -katenin pterjium

ba nda artm  ve konsantredir (Kase ve ark. 2007b).  Artm -kateninin çe itli

hücre siklus proteinlerini ve matriks metalloproteinazlar  artt rd  bildirilmi tir

(Kato ve ark. 2007). Mast hücreleri, lenfositler, plazma hücreleri, dendritik hücreler

ve CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin artt  da dökümente edilmi tir (Beden ve ark.

2003; Ioachim-Velogianni ve ark. 1995; Ribatti ve ark. 2007). Ayr ca anormal IgE

ve I depolanmas  ve yak n zamanl  bir çal mada makrofaj inflamatuar protein-4’de

art  gösterilmi tir (Pinkerton ve ark. 1984; Liu ve Yang 1993; John-Aryankalayil ve

ark. 2006). Tip 1,3 ve 4 hipersensitivite reaksiyonunun da pterjium geli iminde rol

oynad  dü ünülmekle birlikte tüm bu saptanan de ikliklerin patogenezde mi rol

oynad  yoksa pterjium olu umuna ikincil mi eksprese olduklar  bilinmemektedir

(Pinkerton ve ark. 1984; Liu ve Yang 1993).

7. Büyüme faktörleri

HB-EGF, VEGF, b-FGF, trombosit-derive  büyüme faktörü, TGF- , insülin

benzeri büyüme faktörü ba lay  protein -2 ve kök hücre faktörü gibi hücre

proliferasyonu, inflamasyon, ba  doku “remodelling”i ve anjiogenezde rol oynayan

büyüme faktörlerinde art  bildirilmi tir (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 artt rmaktad r.  HB-EGF hem

pterjiumda hem de fibroblastlarda hücre migrasyonunu indüklemektedir. PEDF ve

insülin benzeri büyüme faktörü ba lay  protein-3 düzeyinde art  da gösterilmi tir.



10

PEDF anjiojenik inhibitör olarak fonksiyon görmektedir, bu nedenle düzeyinin

azalmas  anjiojenik uyar ya ve pterjium olu um ve progresyonuna yol açmaktad r

(Jin ve ark. 2003; Solomon ve ark. 2003; Wong ve ark. 2006).

8. Anjiojenik stimulasyon

Pterjiumda VEGF, trombospondin-1 ve substans P gibi birçok anjiojenik

faktör gibi birçok anjiojenik faktör artm r (Aspiotis ve ark. 2007; Chui ve ark.

2007). Bu faktörlerin gözya  ve plazma düzeylerinin de artmas  ETS-1

transkripsiyon faktörünü artt rarak anjiojenik aktiviteyi direk tetiklemektedir (Naib-

Majani ve ark. 2007). Anjiojenik yolaklar n indüklemesi ve buna ba  pterjiumun

neovaskülarizasyonuna yol açmakta, pterjium geli imi ve büyümesinde rol

oynamaktad r. Vasküler endotelyal hücre mark rlar  örne in CD31+ pterjiumda

artm  olarak saptanm r (Aspiotis ve ark. 2007). Bunun yan ra integrin molekülü

P ve E-selektinin yo un  boyanmas  ile pterjiumun vaskülarizasyonunun aktif

proliferatif durumda oldu u  gösterilmi tir. VEGF’in yan ra indüklenebilir nitrik

oksid sentetaz da ekspresyona u rayarak artmakta ve anjiogenez ve inflamasyona yol

açmaktad r (Lee ve ark. 2001). Bir ba ka çal mada da eritropoetin reseptöründe art

gösterilmi  ancak eritropoetin düzeyinde art  saptanmam r. Bu da eritropoetinden

ba ms z bir eritropoetin reseptörü sinyalizasyon yola n hücresel proliferasyon ve

anjiogenezi stimüle etti ini dü ündürmektedir (Kase ve ark. 2007a). Bu bilgiler UV-

B’ye ba  anjiojenik  uyar n da pterjium geli iminde ikincil bir olay oldu u fikrini

desteklemektedir.

9. Ekstraselüler matriks modülasyonu

Limbal bazal epitel hücrelerinde UV radyasyon  kollajenolitik bir enzim olan

MMP seviyesini artt rmaktad r. mmünhistokimyasal çal malarda normal

konjonktiva, limbus ve kornea hücreleri MMP-1 için boyan rken, pterjiumda

metabolizmas  modifikasyonu  göstermektedir. Bu de mi  MMP ekspresyonunun

limbal bazal epitel hücrelerinin (pterjium hücreleri ) Bowman tabakas  s  yap k

ekilde i gal etmesine imkan sa lamaktad r. MMP ‘lar  pterjiumun migrasyon ve

büyümesinde rol oynamaktad r, olu umunda gerekli de ildir. MMP

ekspresyonundaki farkl klar klinikte pterjium büyümesindeki farkl klar

aç klamaktad r (Di Girolamo ve ark. 2004; Duhsku ve ark. 2001).
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10. Kolesterol metabolizmas  modifikasyonu

Peiretti ve ark. (2004) pterjium geli imi ile kolesterol metabolizmas

modifikasyonlar  aras nda aras nda bir ili ki oldu unu ileri sürmü lerdir. Hidroksi-

metilglutaril-koenzim A redüktaz ve dü ük dansiteli lipoprotein reseptörü

düzeylerindeki art n fibroblast proliferasyonunun uyar lmas nda rol oynayabilece i

dü ünülmü tür (Peiretti ve ark. 2004, 2006). Çe itli lipid metabolizmas  de tirici

ilaçlar n pterjium fibroblastlar n proliferasyonunu azaltmas  da bu hipotezi

desteklemektedir (Peiretti ve ark. 2007). Bu ba lant  kolesterol metabolizmas

modifikasyonunu pterjium geli me ve büyümesinde gelecek hedeflerden  biri haline

getirmektedir.

11. Virüsler

Kuvvetli genetik etkiye ra men pterjiumun displazi, ekstra kanlanma ve

cerrahi rezeksiyon sonras  rekürrens vb özellikleri enfeksiyöz baz  etkenlerin de

sözkonusu oldu unu dü ündürmektedir. Bunlardan ilk akla gelen bir tümör supresör

gen olan p53 ‘ü inaktif  hale getiren  HPV  olmaktad r ki   pterjium  etiyolojisindeki

rolü çe itli çal malarda gösterilmi tir (Otlu ve ark. 2009). Ancak  bunlar oldukça

geni  bölgesel ve rksal farkl klar  göstermektedir (Detorakis 2009). (11) HPV

16/18 E6 HPV-DNA pozitif pterjiumlarda gösterilmi  bir alt gruptur (Tsai ve ark.

2009). Bu konu üzerinde yap lm  birçok çal ma bulunmaktad r ancak sonuçlar

oldukça büyük farkl klar göstermektedir. Rodrigues ve ark. (2008) Brezilya’dan

al nan pterjium örneklerinin %58.3’ünün, kontrol grubunun ise %9.5’inde HPV

DNA pozitif oldu unu saptam r. HPV-pozitif pterjium örneklerinin %42.8’inde

HPV tip 1, %33.3’ünde HPV tip 2 ve %23.8’inde her ikisi de pozitifken kontrol

grubundaki HPV pozitif  örneklerde tip 16 pozitif bulunmu tur. Tsai ve ark. (2009)

Tayvan’daki pterjium örneklerinin %24’ünün HPV pozitif oldu unu ve tümünün tip

16/18 oldu unu rapor etmi tir. Ayr ca HPV16/18’in p53 inaktivasyonu ile ilgili E6

onkoproteininin ekspresyonunu artt rd  yani  HPV’ye ba  pterjium patogenezinde

anahtar rolü oynad  göstermi lerdir. Bir ba ka çal mada Sjo ve ark. (2007)

Danimarka pterjium örneklerinin sadece %4.44’ünün HPV pozitif oldu unu ve

hepsinin tip 6 oldu unu rapor etmi lerdir.  Yak n zamanl  bir çal mada ise Hsiao ve



12

ark. (2010) Tayvan’dan pterjium örnekleri üzerinde çal lar ve 65 örnekten yaln z

2’sinde HPV oldu unu ortaya koymu lard r. Bu bulgular  HPV’nin pterjium

patogenezinde  tek ba na hayati bir rol oynamad  ancak çok evreli geli iminde

sinerjistik bir rolü oldu unu dü ündürmektedir (Mauro 2009; DiGirolamo 2012;

Hisao ve ark. 2010; Piecyk-Sidor 2009). Konsensus olmamas na ra men toplumlar n

genetik zemini bu farkl kta önemli bir faktör olabilir. Piras ve ark. (2003) farkl  iki

co rafik bölgeden al nan pterjiumlarda HPV varl n ara rm  ve pterjiumda

patojenik bir rolü olabilece ini  bildirmi lerdir.  Di Girolamo (2012) ise 34

çal man n verileri üzerinde yapt  de erlendirme sonucunda HPV’nin pterjium

geli imini ba latmak için yeterli olmad  ancak yatk n konaklarda bir ko-faktör

olabilece i kan na varm r. Detorakis ve ark. (2001) ise pterjiumda HSV ve

HPV’nin klinik profille ili kili olabilece ini  bildirmi lerdir.

Literatürde bildirilen di er risk faktörleri  aras nda lokal gözya  film

anomalileri de yer almaktad r. Çünkü bilindi i gibi UV k moleküler düzeyde

çe itli makromolekülleri yakalay p deaktive edip aktif serbest radikallerin

olu mas na yol açmakta ancak bunlar döngü içerisinde gözya  film proteinleri

taraf ndan inaktive edilmektedirler (Weinberg 2003). Anjiojenetik faktör olu turan

kronik enflamasyon, tip 1 hipersensitivite ile ili kili immünolojik mekanizma,

herediter faktörler (VEGF-A polimorfizmi) ise di er risk faktörleri aras nda

say labilir (Zhou ve ark. 2009; Peng ve ark. 2014).

2.1.2. Histopatoloji

Epitelde hiperplastik veya displastik de iklikler, kal nla  elastik liflerin

say n artmas , substantia propriada kollajenin elastoid dejenerasyonu

(elastodisplazi) ve konkresyon gösterilmi tir. Pterjium içindeki elastik liflerin normal

olmad  kabul edilir (Skolnick ve Grimmett 2005). Pterjium ba n histopatolojik

analizinde bazal kornea epitel hücrelerini Bowman tabakas ndan ay ran fibroblastik

doku; bunun üzerindeki bazal kornea epitel hücrelerinde de mi  organizasyon,

alt ndaki Bowman tabakas  ve yüzeyel kornea stromas nda de im ve pterjium

ba n proksimalinde normal korneal doku gösterilmi tir (Cameron 1983).

mmünohistokimyasal boyalarla Bowman tabakas n eriyen kenar  ve fibrovasküler

doku aras nda de ime u ram  limbal bazal kök hücreler gösterilmi tir. Pterjium
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epitelindeki di er histolojik de iklikler skuamöz hücre metaplazisi, akantozis,

diskeratozis, goblet hücre ve mast hücre say nda artmad r (Dushku ve Reid 1994).

Pterjiumun primer cerrahi eksizyondan sonra tekrarlamas  rekürren veya

sekonder pterjium olarak adland r. Fibrovasküler büyüme abart  derecededir.

Histolojik bulgular  primer pterjiumdan farkl r. Tipik dejeneratif ba  dokusu

de iklikleri yoktur. Primer eksizyondan sonra cerrahi travma proliferatif

fibrovasküler cevab  artt rmaktad r (Skolnick ve Grimmett 2005).

2.1.3 Tedavi

Pterjium tedavisinde öncelikle ilerlemesini önlemeye yönelik önlemler

al nmal r. UV filtreli gözlükler kullan lmal , kronik irritasyonda koruyucu

gözlükler kullan lmal r. Il ml  irritatif semptomlarda oküler lubrikanlar ve/veya

topikal antihistaminik/vazokonstriktörler önerilir. iddetli vasküler enjeksiyon ve

irritatif semptomlar n oldu u durumlarda ml  topikal steroidler veya nonsteroid

antiinflamatuarlardan faydalan r. Dellen geli mi se prezervatif içermeyen gözya

pomatlar  ve 24 saat geçici kapama uygulan r. Pterjiumun esas tedavisi cerrahi

eksizyondur.

Cerrahi tedavi endikasyonlar öyle s ralanabilir:

1. Görme kayb ,

2. Belirgin kozmetik deformite,

3. Medikal tedavi ile rahatlat lamayan irritasyon bulgular ,

4. Oküler hareket k tlanmas ,

5. Pterjiumun görme aks na ilerlemesi

Cerrahide amaç iyi bir kozmetik görünüm ve inflame olmayan bir oküler

yüzey sa lamak ve komplikasyon ve nüks geli imini önlemektir. Tüm cerrahi

yöntemlerde pterjiumun  ç kar  temel olarak ayn r. Aç kta kalan sklera yüzeyinin

kapat lmas nda kullan lan yöntemler cerrahi farkl klar  olu turmaktad r. Pterjiumun

eksizyonu veya avülsiyonu, pterjium ba n 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, müköz membran greftleri ve deri

greftleri, thiotepa, mitomisin-C gibi  medikal tedavilerin nüksü azaltmak için cerrahi

esnas nda ve sonras nda uygulanmas , radyasyon tedavisi, laser teknikleri günümüze
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kadar uygulanan  belli ba  yöntemler aras nda say labilir. En yayg n olarak

kullan lan yöntemlerden biri olan konjonktival otogreft uygulamas nda nüksün

önlenmesi için pterjium eksizyonundan sonra hasarlanm  limbusun sa lam

konjonktiva dokusu ile örtülmesi amaçlan r. primer ve nüks pterjiumlarda etkili ve

uzun dönemde emniyetli oldu u birçok çal mada bildirilmi tir (Nurözler 2008; Ang

ve ark. 2007; Jaros ve DeLuise 1988).

Nüks pterjiumlar klinik olarak çok daha h zl  ilerler ve tekrarlanan

cerrahilerde ba ar  oran  dü üktür. Nüks oran  farkl  cerrahi tekniklerle %80’e

kabilmektedir. Nükslerin %97’si ilk bir y lda görülmektedir. Bu nedenle nüks

oran  belirlemek için hastalar n en az bir y l gözlenmesi gerekir. 40 ya  alt  ve

iddetli aktivite gösteren pterjium nüks için bir risk faktörüdür (Hirst ve ark. 1994).

Primer konjonktiva kapamada pterjium eksizyonundan sonra alt ve üstteki

sa lam konjonktiva kenarlar  serbestle tirilerek sütüre edilir. Bu yöntemle nüks

%2.1-88 aras nda bildirilmektedir (Ang ve ark. 2007).

Konjonktival Z-plasti olarak bilinen rotasyonel konjonktival flep i leminde

pterjium ba  ç kar ld ktan sonra sa lam konjonktiva limbus taraf na dikilirken

pterjium gövdesi yan tarafa bulbar konjonktivaya yönlendirilir. Bu teknikle nüksü

önlemek için hasarlanm  limbus sa lam  konjonktiva ile kapan rken daha sonra olas

bir otogreft için normal konjonktiva korunmaktad r (Lei 1996).

Pterjium tedavisinde otogreft uygulamas   Kenyon (1985) taraf ndan tarif

edilmi tir. Pterjium eksizyonundan sonra aç kta kalan sklera üst temporalde bulber

konjonktivadan haz rlanan serbest konjonktival greft ile kapat r.  Bu yöntemin

uyguland  8 çal man n ortalama nüks oran  %7.9’dur. Konjonktival otogreftin

0.5mm limbal doku ve periferik kornea içermesi bariyer olarak yararl r. Yirmisekiz

ilerlemi  primer ve 15 nüks pterjiumu içeren bir çal mada minimum 3 y ll k takipte

konjonktival limbal otogreftte hiç nüks görülmezken yanl zca konjonktival otogreft

yap lan primer pterjiumlu hastalarda %8.3, nüks pterjiumlu hastalarda %33.3 nüks

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

 Ba lang çta normal olan bir hücre sonradan  içinden ç kt  organizman n

ölümüne yol açacak özellikler edinmesi olarak tan mlanan “onkogenez”  sürecinde

nokta mutasyonu, kromozomal yeniden düzenlenme, gen amplifikasyonu veya a

gen ekspresyonu bilinen ba ca mekanizmalard r. Bu mekanizmalar hücre

ço almas nda itici rol oynayan protoonkogenlerin sürekli aktif hale geçmesi yada

hücre ço almas  bask layan tümör supresör genlerde i lev kayb  yolu ile kontrolsüz

hücre ço almas na neden olabilmektedir (Cefle 2009).

Protoonkogenler normalde hücre ço almas  fizyolojik gereksinimlere göre

kontrollü olarak yürütmektedir. Transkripsiyon faktörleri, büyüme faktörü ve

büyüme faktörü reseptörleri, hücreiçi sinyal iletimi, membranla ili kili G proteinleri

belli ba  örnekleri olarak say labilir. Dominant kal m gösteren protoonkogen

devaml  etkin hale gelmesi halinde art k “onkogen “ olarak adland r (Croce 2008).

lk olarak 1981’de insan mesane kanseri hücrelerinden elde edilen DNA’n n

kültür ortam nda fare hücrelerini etkin biçimde transforme etmesiyle insan

tümörlerinin de biyolojik aç dan aktif hücresel onkogenler içerdi i gösterilmi  ve

bunlar Harvey Sarkom Virusunun insan homolo u olduklar ndan H-ras onkogeni

olarak adland lm r (Shih ve ark, 1981). lk tan mlanan onkogen olan ras

onkogeni ayn  zamanda en s k görülen ve üzerinde en fazla çal lan onkogendir.

Tüm kanserlerin yakla k %30’unda bildirilmektedir ve literatürde hakk nda

48000’in üzerinde çal ma mevcuttur.

 Ras gen ailesi 189aa’lik ve yakla k 21kDa’luk, plazma membran  iç k sm na

ba  bir proteini kodlamaktad r. En s k mutasyona u rayan üye 12p12.1 lokusundaki

K-ras’ r.  Bunu 11p15.5 lokusundaki H-ras ve 1p13.1 lokusundaki N-ras takip eder

(Bos 1989). K-ras proteininden alternatif ekleme ile %90 homoloji gösteren,

yanl zca karboksi uçlar  farkl  Kras4A ve 4B alt protein tipleri ortaya ç kmaktad r

(Konstantinopoulos ve ark. 2007).   Bunlar n d nda R-ras,  TC21, M-ras, Rap 1A,

Rap 1B, Rap 2A, Rap 2B Ra1A, Ra1B gibi 150’den fazla alttipi mevcuttur (Takai ve

ark, 2001). Tümünün yap ndaki ilk 165 aminoasit ayn r. Oldukça konservatif

olan bu bölgeler GTP’nin ba lanmas , hidrolizi ve regülatör ve alt basamaklardaki

efektörlerle fonksiyonel ili kilerden sorumludur. Yüksek de kenlik gösteren
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karboksi ucunda posttranslasyonel modifikasyonu belirleyen sekanslar içermektedir.

Örne in CAAX domaini membran hedeflenmesinden sorumludur

(Konstantinopoulos 2007).

Ras proteininin posttranslasyonel modifikasyonu komplike çok a amal  bir

süreçtir. H-ras hariç tüm ras proteinleri CAAX motifindeki sisteinden prenilasyona

(yani farnezilasyon veya geranilgeranilasyon) u rar. Takiben CAAX motifinden

proteolitik klevaj olur ve ekspoze olan sistein karboksimetilasyona u rar. Son olarak

H-ras, N-ras ve K-ras 4A karboksi uca yak n sisteinden palmitolasyona u rar. K-

ras4B ise polibazik lizinden zengin sekans içerir ve bu da plazma membran  ile

elektrostatik ili ki kurmas na imkan sa lar ( ekil 1) (Westcott ve To, 2013).

ekil 1:  RAS proteini temel yap  (Westcott ve To 2013).

Ras gen ailesinin kodlad  proteinlerin bugün yaln z kanserde de il hücre

proliferasyonu, farkl la mas  ve hayatta kal  gibi birçok fizyolojik olay  kontrol

eden sinyal iletim a nda da hayati rol oynad  ortaya konmu tur (Fernandez-

Medarde ve Santos, 2011). lk olarak 1964’te Harvey ve Kirsten (Harvey 1964;

Kirsten ve Mayer 1967) taraf ndan virüs arac yla sarkoma olu umunun

gösterilmesi ile tan mlanm r. Bu nedenle “Rat sarcoma” n n k saltmas  olarak

“ras” geni olarak adland lm r. 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 sonras  modifikasyondan

sonra  hücreiçi membranda yerle ir ve istirahatte GDP ile birlikte (ras-GDP) inaktif

halde bulunur. Burada protein tirozin kinaz (PTK) reseptöründen nükleer

transkripsiyona kadar devam eden sinyal ula rma basamaklar ndan olu an MAPK

yada di er ad yla Ras-raf-MEK-MAPK yola nda fonksiyon görmektedir

(Malumbres ve Barbacid 2003) ( ekil  2). Bu yolakta ligand protein tirozin kinaz

(PTK) reseptörüne ba lan r ve reseptörün otofosforilasyonuna yol açar. Bunu takiben

bir adaptör protein olan Grb2 (growth factor receptor bound protein 2) yap nda

bulunan SH-2 domainindeki Y-V/L-N-X motifi arac  ile PTK reseptörünün

fosfotirozinine ba lan r. Grb-2’nin ba land  PTK reseptörleri aras nda

ekil 2. Ras-MAPK yola

EGF, PDGF, CSF-1, SCF say labilir. Bunlar n hepsi de ras yola n aktivasyonuna

yol açarlar. Ba lanma sonras  Grb-2‘nin yap ndaki SH-3 domaini bir di er adaptör

protein olan SOS’un  prolince zengin C- terminal dizisine ba lan r. SOS ras proteini

için bir guanin nükleotid de im faktörüdür. Grb-2 ile ba land nda GTP-ba

aktif ras olu umunu stimüle eder.

Bir GTPaz olan ras proteininde GDP’nin yerine GTP ba lanmas  aktif

konformasyona dönü ümü tetikler. Aktive olan ras proteini bir serin/treonin kinaz

olan raf n N-terminalinde yer alan regülatör bölgesi ile etkile ir ve konformasyonel

de imini sa layarak çal r. Bu de imde raf fosforlanm  Ser621 k sm  arac
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ile skaffold protein 14-3-3 ailesi ile etkile ir. Yani raf proteininin aktivasyonu için

hem 14-3-3 hem de ras gereklidir.

Aktive raf MAPK  kinaz  da  denilen  MEK’i  (Mitojen  ekstraselüler  sinyal

regüle edici kinaz) iki serininden (Ser218 ve Ser222 pozisyonlar ndan) fosforile eder.

MEK ke fedilen ilk gerçek ikili özgül kinazd r (dual-specificity).  Aktif hale gelen

MEK de MAPK’  aktive eder.  MAPK bir serin/treonin protein kinazd r.  Treonin ve

tirozin amino asitlerinden fosforlan r. Aktif MAPK hücre zar  ve sitoplazmadaki

substratlar  fosforlar, Ayr ca nükleer transkripsiyon faktörlerinin fosforlad

çekirde e girer ve hücre proliferasyonunda önemli genlerin transkripsiyonunu sa lar.

(Örn: myc)

MAPK yola  en iyi bilinen mitojenik yolaklardand r. Mitojenik uyar m ve

strese yan t sinyali olu umuna kat rlar. Büyüme uyar mlar n ço u MAPK’  aktive

eden kinaz kaskad  üzerinde birle irler. MAPK’ya erk (Ekstraselüler Sinyal-

Regülasyonlu Kinaz) da denir. Be  izoformu tan mlanm r, bunlardan erk1 ve erk 2

üzerinde en çok çal lanlard r. MAPK aktivasyonu bifaziktir:  5-10dk içinde bir

geçici pik ve birkaç saat süren güçlü bir yapar. Farkl  aktivasyon kinetikleri farkl

hücresel yan ta yol açarlar. naktivasyonu birkaç fosfataz taraf ndan yap r.

Sitoplazmada, negatif feedback loop’undaki yola n yukar ndaki bile enleri

fosforlar, örne in SOS, RAF ve MEK’i fosforlar MAP kinaz yola  inhibe olur.

MAPK’n n bilinmeyen daha birçok substrat n oldu u dü ünülmektedir (Kolch

2000).

Tüm ras izoformlar n aktivitesi GTP ve GDP’ye ba lanma oran  ile kontrol

edilmektedir. Ras proteinlerini çok yava  bir GTPaz aktivitesi vard r. Bu süreç  GEF

ve GAP proteinleri ile kontrol edilir. GEF’leri GDP ayr lmas  h zland rken,

GAP’ler intrinsik GTPaz aktivitesini de ik derecelerde te vik eder. Kodon 61’deki

Arg parma  GTP hidrolizi için hayati bir bölgedir. Fosfor transferi yapan GAP için

su molekülerinin do ru oryantasyonda olmas  önemlidir (Bos ve ark. 2007). Bu

hayati bölgeleri etkileyen mutasyonlar yada GAP proteinlerinin mutasyonlar  yola n

sürekli aktivasyonuna yol açabilmektedir. Nörofibromin (NF1), p120GAP, GAP1

ailesi, CAPRI ve RASAL GAP proteinlerine örnek olarak verilebilir. Bunlar n

mutasyonlar  ve buna yönelik tedaviler güncel tedavi seçeneklerinde önemli bir
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ba ka hedef grubu olu turmaktad r (Tidyman ve Rauen 2009).  nsan tümörlerinin

%30’unda Ras/Raf/MEK/ MAPK yola n a  aktivasyonu söz konusudur. Bu

oran tümörlerdeki ras mutasyonu s kl  ile uyum göstermektedir.   (Scheffzek ve

ark. 1997) .

Bu malign transformasyon sürecinde sinerjik etkile im de önem ta maktad r.

Normal ko ullarda, EGF ve PDGF gibi büyüme faktörlerinin PI-3K yolunu

uyarmalar nda ras n etkinli i minimal düzeydedir. Buna kar k onkojenik ras, PI-

3K yolunun güçlü bir aktivatörüdür ve bu yolu aktive ederek apoptozisi

bask lamaktad r (Blalock ve ark. 2003). nsan kanserlerinin önemli bir bölümü epitel

hücrelerinden köken al r. Dolay yla, bu hücrelerde apoptozisin bask lanmas

karsinogenez sürecinde kritik etkenlerden birini olu turur. Ayr ca onkojenik ras

uyar , transforme hücrelerde normal hücrelerden farkl  genlerin ekspresyonunu da

uyarabilir (McCormick 1999).

 Bugün insan tümörigenezindeki en s k mutasyonlar olarak bilinen H-ras, N-

ras ve K-ras genlerindeki mutasyonlar n COSMIC veritaban  verilerine dayanan

tümör tiplerine göre da  Tablo 1’de sunulmaktad r.  Bunlar aras nda en yüksek

frekansta görülen K-ras mutasyonlar n (%25-30) tümör progresyonunun erken

evresinde s k görülmeleri K-ras’ n tümörigeneze yol açt  fikrini kuvvetle

desteklemektedir. Taranan örneklerde N-ras ve H-ras’da mutasyonu oran  çok daha

dü üktür (s ras yla %15 ve %1) (Downward 2003 ).

Tüm çal malar n analizinde çe itli ras izoformlar n mutasyonlar n belirli

baz  tümör tipleri ile ili ki gösterdi i görülmektedir. Örne in en s k görülen K-ras

mutasyonu pankreatik duktal adenokarsinom, akci er ve kolon kanserleri gibi

adenokarsinomlar ve solid tümörlerde yüksek s kl kta saptan rken, mesane

karsinomlar , seminom ve Hurthle hücreli karsinomlarda H-ras en s k görülen ras

izoformudur. N-ras ise hematopetik tümörler, tiroid karsinomlar  ve melanomlarda

yüksek insidansta görülmekte ve bu tümörlerde K-ras ve H-ras mutasyonu nadirdir

(Tablo 1) .

 Mutasyonlar daha çok ras ailesi üyelerinin primer nükleotid sekans  olan 2

cak noktada belirlenmi tir: Yüksek muhafazal  kodlama sekans  içeren 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 insidanslar ras ailesinin ba ca 3 üyesi aras nda

de iklik göstermektedir. K-ras’daki ba ka kodonlarda da mutasyonlar

görülebilmektedir ancak bunlar n biyolojik aç dan önemi bilinmemektedir. Yak n

zamanl  bir çal mada kolorektal karsinomda kodon 19 ve 20’de transsforme edici

bir mutasyon bildirilmi tir (L19F ve T20A) (Naguib ve ark. 2011).

Tablo 1 nsan Tümörlerinde ras Mutasyonlar n Da  (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)

Göz 0% (33) 4% (90) 1% (106)

Hematopoetik ve lenfoid

doku

0% (3,076) 5% (5,978) 10% (8,753)

Böbrek 0% (273) 1% (704) 0% (435)

Kal n ba rsak 0% (617) 33%

(34,013)

2% (1,570)

Karaci er 0% (270) 5% (461) 3% (310)

Akci er 0% (2,091) 17%

(16,348)

1% (3,081)

Ösefagus 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)

Tükrük bezi 15% (161) 3% (170) 0% (45)

Cilt 6% (2,100) 3% (1,462) 18% (4,956)

nce ba rsak 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 veritaban  (Parantez içindeki rakamlar sekanslanan total örnek

say  göstermektedir.)
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N-ras geninin onkojenik mutasyonlar  insan tümörlerinde farkl  bir da m

paterni göstermektedir. En yüksek mutasyon oran  Q61’dedir (total N-ras

mutasyonlar n yakla k %60’ ). Daha dü ük oranlarda mutasyon G12’de (%24.4)

ve G13’de (%12.7) saptanmaktad r. H-ras mutasyonlar  da kendi spesifik

paternlerini göstermektedir. En yüksek oranda mutasyon kodon 12’de (yakla k

%54) takiben kodon 61 (%34.5) ve kodon 13’de (%9) görülmektedir (Forbes ve ark

2011)( ekil 3).

Ras aktivasyonu in vitro veya hücre dizilerinde ba ka mekanizmalarla da

olabilse de ras genlerinde onkojenik mutasyon tümör geli imindeki en hayati

mekanizma olarak görünmektedir (Pulciani ve ark. 1985).  Ras mutasyonu oran  ve

tipi ise tümör tipine göre de de kenlik göstermektedir.

ekil 3. Ras izoformlar nda G12, G13 ve Q61’de mutasyon s kl  (COSMIC

veritaban , Pyleyeva-Gupta ve ark. 2011’den al nm r)

Son 30 y ldaki çal malar n verileri ras ve di er onkogenlerin sporadik insan

tümörlerinin geli imi ile de ili kili oldu unu net olarak ortaya koymu tur. Yak n

zamanl  çal malarda ise ras ve Ras-MAPK yola n di er üyelerinin germline

mutasyonunun tümörlerden daha az oranda da olsa bu yola n yap sal aktivasyonu

ile sonuçland  ve birbirinden ayr  ama ili kili geli imsel sendromlara yol açt
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gösterilmi tir. Bu tip mutasyonlardan ilk bildirilen nörofibromatozis 1 (NF-1)

lokusundaki GTPaz aktive edici bir proteindir. Daha sonra ras-MAPK yola nda

di er sinyalizasyon moleküllerinden olan PTPN11, MEK1, MEK2 ve SPRED1’de,

SOS1, Rasa1 gibi pozitif ve negatif ras regülatörlerinde veya BRAF gibi yola n alt

sm ndaki moleküllerde mutasyon gösterilmi  ve Noonan, Costello,

kardiyofasyokutanöz, Legius veya Leopard sendromlar  gibi kal tsal geli imsel

sendromlarla ili kili bulunmu tur (Schubbert ve ark. 2007).

Bugün ras sinyalizasyonunda de ikliklerin kanser ve geli imsel sendromlar

nda ba ka baz  patolojilerin geli iminde de rol oynad  yak n zamanl

çal malarda bildirilmi tir. Örne in H-Ras aktivasyonu obes olmayan diabet ve

diabetik retinopatide retina kapiller hücrelerinin artm  apoptozisi ve anormal damar

geli imi ile ili kili bulunmu tur.  (Kowluru ve ark. 2009).   Hücresel farnezillenmi

ras proteinlerinin art  hiperinsülinemide gözlenen baz  fenotiplerden sorumlu

bulunmaktad r (Kanwar ve ark. 2008).  Glomerulonefritte ise K-ras ve H-ras

ekspresyon paternlerindeki de im gösterilmi tir (Kocher ve ark. 2003). Nöronlar n

nörodejenerasyona maruz kald  Alzheimer hastal nda da N-ras akümülasyonu ve

nNos ile birlikte lokalizasyon gösterilmi tir. (Luth ve ark. 2000). Ras ile ili kisi

gösterilmi  bir di er hastal k da kronik idyopatik ürtikerdir. Yüksek SOS1 düzeyi ve

ras sinyalizasyonu gösterilmi tir (Confino-Cohen ve ark. 2002).
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3. GEREÇ ve  YÖNTEM

3.1 GEREÇ

Selçuk Üniversitesi T p Fakültesi Göz Hastal klar  poliklini inde muayenesi

sonucunda pterjium tan  konulup eksizyonuna karar verilen olgulara ameliyat

öncesi çal ma hakk nda bilgi verildi. Çal maya kat lmay  kabul edenlere onam

formu imzalat lmas  takiben  ekte bulunan çal ma formu dolduruldu ( ekil 4).

Hastan n dosya bilgilerinden her iki gözün en iyi düzeltilmi  görme keskinli i, ön

segment muayene bulgular , pterjium evresi kaydedildi. Ameliyathane ko ullar nda

lokal anestezi alt nda yap lan pterjium eksizyonu ve otogreft uygulamas  esnas nda

patolojik incelemeye gönderilmek üzere saklanan pterjium dokusundan ve otogreft

uygulamas  için sa lam konjonktivadan eksize edilen dokudan 1x1 mm’lik örnek

al nd . Al nan örnekler %0.9’luk serum fizyolojik içerisinde Ependorf tüplerine

konuldu ve DNA analizi yap lana kadar   -80°C’de sakland .

3.2 YÖNTEM

Pterjium dokular  ve normal dokularda mutasyon analizi. Taze dokudan DNA

izolasyonu sonras  “Qiagen Pyromark K-ras Kit” (katalog : 970452, Almanya)

kullan larak bölgesel sekanslama tekni i ile  gerçekle tirildi. Bölgesel sekanslama,

Sanger’in zincir sonlanma reaksiyonu ile gerçekle tirilen DNA dizi analizinden

farkl  ve yeni nesil sekanslama teknolojisi olarak bilinen bir tekniktir. Temeli DNA

polimeraz aktivitesinin kemilüminesan bir enzim arac  ile tespitine dayanan

bölgesel sekanslama yönteminde dizileme reaksiyonu dizilenecek DNA ‘n n tek

sarmal  üzerinde tamamlay  sarmal n sentezlenmesi eklindedir. Sarmal

tamamlanamas  i lemi esnas nda saptanan kemilüminesan sinyal hangi nükleotidin

ba land  gösterir.
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ekil 4 Çal maya Al nan Hasta için Veri Formu
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3.2.1 Taze dokudan DNA izolasyonu

         DNA analizi öncesinde dokular oda s cakl na gelene kadar bekletildi.

Ependorf tüplerindeki serum fizyolojik yaln z taze doku kalana kadar aspire edildi.

Takiben dokular yeni Ependorf tüplerine al nd  ve distile su ile y kand . Daha sonra

daki i lemler uygulanarak DNA analizi yap ld . Analiz için QIAamp DNA

FFPE Doku kiti kullan ld .

1. Haz rlama protokolüne göre analiz için kullan lacak olan “Buffer AW1” e 25 ml,

Buffer AW2” ‘ye 30 ml etanol eklendi.  Buffer ATL oda s cakl na getirildi ve

Buffer AL 56°C’de inkübe edildi.

2. Her doku örne inin üzerine 180 l Buffer ATL ve 25 l Proteinase K eklenerek

tüpler vortekslendi.

3. Dokular lizise u rayana kadar 56°C’de bir gece boyunca inkübe edildi.

90°C’de 1 saat daha inkübe edildikten sonra tüp kapaklar n iç taraf ndaki

damlalar  da tüpün içine almak için tekrar santrifüj yap ld .

4. 200 l Buffer AL eklenip vortekslendi, takiben  200 l etanol (%96-100) eklenir

ve tüpler tekrar vortekslendi.

5. Tüplerin içindeki kar m QIAamp MinElute spin kolona aktar ld  ve 9000

rpm’de 2 dakika santrifüj yap ld . Spin kolonun yerle ti i tüpler at larak QIAamp

MinElute spin kolon yeni kolleksiyon tüplerine yerle tirildi.

6. Her bir tüpe 500 l Buffer AW1 eklendi ve tüplerin kapaklar  kapat larak tekrar

9000 rpm’de 2  dakika santrifüj yap ld . Spin kolonun yerle ti i tüpler yine at larak

QIAamp MinElute spin kolon yeni kolleksiyon tüplerine yerle tirildi.

7. Tüplere 500 l Buffer AW2 eklendi ve tüplerin kapaklar  kapat larak tekrar 9000

rpm’de 2  dakika santrifüj yap ld . Spin kolonun yerle ti i tüpler yine at larak

QIAamp MinElute spin kolon yeni kolleksiyon tüplerine yerle tirildi.

8. Kar m 14000 rpm’de 4 dakika santrifüj edildi. Spin kolonun yerle ti i tüpler

at ld  ve QIAamp MinElute spin kolon 1.5ml’lik Ependorf tüplerine yerle tirildi.

9. Spin kolonun tam ortas na 30-50 l Buffer ATL eklendi. Bir dakika oda

cakl nda inkübe edildi ve 14000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi.
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DNA analizi sonras  spektrofotometrik olarak DNA’n n safl n ve

konsantrasyonunun belirlenmesi için spektrofotometre (Nanodrop ND 1000)

kullan larak ölçüm yap ld . DNA 260nm dalga boyunda, protein 280 nm dalga

boyunda, fenol ve di er bile ikler ise 230 nm dalga boyunda maksimum absorbans

vermektedir. Buna göre DNA’n n safl  de erlendirilirken A260/280 ve A260/230

oranlar  dikkate al nmaktad r. Bu çal mada da bu prensiplere uyularak DNA’n n

safl k ve miktar analizi yap ld ktan sonra PCR a amas na geçildi.

          3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

       Bu a amada Hot StarTaq Plus Master Mix Kiti ve PyroMark KRAS Kiti

kullan larak kodon 12, kodon 13 ve kodon 61’in kanserde mutasyona u rayabilen

önemli bir bölgensinin a daki a amalar gerçekle tirilerek PCR amplifikasyonu

yap ld . lem öncesi PCR primer solüsyonlar  oda s cakl na getirildi ve PCR

primerleri içeri i tüpün dibinde toplamak için santrifüj edildi.

1. PCR için gereken tüm bile enleri içeren PCR primer kar  Tablo 2’de

verilen oranlarda, 24 olguya uygun miktarda haz rland . PCR tüplerinden her birine

20 l konuldu.

2. zole edilen DNA örnekleri 1 l’de 10 ng olacak ekilde dilue edildi  ve

her  örnek  DNA’dan  5 l’lik  her bir PCR  tüpüne eklenerek kar ld  .

3. Çal ma DNA’lar n d nda negatif ve pozitif kontroller için de PCR tüpü

haz rland . Negatif kontrol için bir PCR tüpüne ablon DNA olmadan yaln z PCR

primer  kar  konuldu.  Pozitif  kontrol  olarak  ise  kit  içerisinde  bulunan   “wt

KRAS” kontrol DNA’s   kullan ld .

4. PCR tüpleri termal cycle cihaz na yerle tirildi ve cihaz Tablo 3’deki

protokole göre çal ld .
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Tablo 2. PCR Primer kar  içeri i

Tablo 3. Termal cycle cihaz  protokolü

Elde edilen PCR ürünleri daha sonra “Streptavidin Sepharose High Performance

Boncuklar  “ üzerinde hareketsiz hale getirilmesi i lemine   tabi tutuldu.

Bile en 1 olgu için gerekli hacim 25 olgu için hesaplanan

hacim

PyroMark Plus Master

Mix

     12.5 l 312.5 l

Primer Mix (Kodon

12/13 veya 61 için)

        1 l 25 l

Coral Load       2.5 l 62.5 l

Q solution          3 l 75 l

Mg Cl2          1 l 25 l

TOPLAM    20   l 500 l
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A. “Streptavidin Sepharose High Performance” Boncuklar nda

Hareketsiz Hale Getirme

Bu a amada PCR ürünü olan DNA’n n  tek sarmal haline getirilmesi ve

sekanslama primerinin PyroMark Q24 MDx üzerinde bölgesel dizileme analizinden

önce ablona yap mas na yöneliktir

1. Öncelikle PyroMark Q24 MDx vakum istasyonu i lem için haz rland .

Her kuyuya cihaz kullan m k lavuzunda %70’lik etanol, denaturasyon

solüyonu, “washing buffer ve distile su gibi s lar belirtilen miktarlarda

konuldu. Vakum aç r ve prob  içinden en az 70 ml su geçirilerek

temizlenir ve prob istasyon  üzerindeki park kuyucu una yerle tirildi.

2. Tüm ay raç ve solüsyonlar oda s cakl na getirildi. Streptavidin

Sepharose High Performance’  içeren e homojen bir solüsyon olu ana kadar

çalkaland .

3. DNA’y  hareketsiz hale getirme için Tablo 4’deki miktarlarda bir

ana kar m haz rland .

Tablo 4. DNA’y  hareketsiz hale getirme için ana kar m

4. Yirmi dört kuyulu plakan n kuyular na  anakar mdan 70 l ve PCR

ürününden 10 l  eklendi.

5. Kuyular n üzeri  strip kullan larak kapat ld . Kuyular n aras ndaki

bölgelere tekrar bask  uygulanarak aralas nda s nt  olmad ndan emin olundu.

6. Sekanslama primerleri bulunan tüpleri açmadan önce, içerikleri tüplerin

dibine toplamak için k sa süreyle santrifüj uyguland . Her bir sekanslama

primerinden yani “Seq Primer KRAS 12/13” ve “Seq Primer KRAS 61”’den Tablo
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5’de gösterilen miktar  PyroMark Annealing Buffer’da seyreltildi. Sekanslanacak

toplam örnek say  için gerekenden  bir fazla miktarda seyreltilmi  sekanslama

primeri hacmi haz rland  (örnek say  + bir ekstra).

Tablo 5. Sekanslama primerlerinin örnek seyreltilmesi

7. PCR plakas  oda s cakl nda (15–25 °C) 1400 devir/dakika h nda

5–10 dakika boyunca çalkaland .  Bir dakikadan az bir süre içinde sefaroz

boncuklar n yakalanmas  i lemine geçildi.

       8 . 25 l seyreltilmi  sekanslama primeri   her bir PyroMark Q24 Plate kuyusuna

eklendi.

9. PCR plakas  ve PyroMark Q24 Plate ekil 1’de görülen “ PyroMark Q24

MDx vakum istasyonunda” uygun yerlere yerle tirildi. Vakum anahtar  aç larak alete

vakum uyguland .

10. Filtre problar  PCR plakas na  dikkatle indirildi, bu ekilde 15 sn tutuldu.

Böylece hareketsiz hale getirilmi ablonu içeren boncuklar  yakaland .   Vakum aleti

dikkatlice kald ld .

11.  Alet %70 etanol içeren yata a (yatak 1) aktar ld  ve 5 sn. boyunca y kand .

12. Alet denatürasyon solüsyonunu içeren yata a (yatak 2) aktar ld  ve  5 sn.

boyunca y kand .

13.  Alet y kama tamponunu içeren yata a (yatak 3) aktar ld . Filtre Burada

problar 10 sn. boyunca y kand ktan sonra yukar ya ve geriye, dikey yönde 90°’den

fazla kald p, filtre problar ndan s lar n akmas  sa lamak için 5 sn. boyunca

bekletildi  .

14. Alet “PyroMark Q24 Plate” üzerinde tutulurken, aletteki vakum anahtar
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“Off” konumuna getirerek kapat ld .

15.  Sekans primerlerini içeren plakadaki boncuklar, aleti yanlara do ru

nazikçe çalkalayarak serbest b rakt lmaya çal ld . Filtre problar  kuyular n

dibine yaslanm  olarak b rak ld .

16.  Problar nükleaz içermeyen su bulunan yata a (yatak 4) aktar ld  ve10 sn.

boyunca çalkaland .

17.  Filtre problar  nükleaz içermeyen suya (yatak 5) indirildi ve vakum

uygulayarak y kand . Problar 70 ml ultra saf suyla y kand .

18.  Aleti yukar ya ve geriye, dikey yönde 90°’den fazla kald p, filtre

problar ndan s lar n akmas  sa lamak için 5 sn. boyunca bekletildi .

19. Aletteki vakum anahtar  “Off” konuma getirildi ve alet “Parking (P)”

konumuna al nd .

16. Vakum pompas  kapat ld .

17. PyroMark Q24 Plate’i örneklerler 80°C’de 2 dakika boyunca ld ktan

sonra optimum birle meyi sa lamak için +4’de 15 dakika boyunca bekletildi.

Takiben “PyroMark Q24 MDx”in  çal ld  sekans analizi a amas na geçildi.

3.2.3 Dizi Analizi

Bu a amada “PyroMark Gold Q24 Reagents” n , “PyroMark Q24 Cartridge”a

yüklenmesi ve “PyroMark Q24 MDx” üzerinde bir run (çal ma) i leminin

yürütülmesi amaçlanmaktad r. Kodon 12/13 ve kodon 61 için ayr  ayr

yap lmaktad r.

1. lem öncesinde cihaza ba  bilgisayarda araç çubu unda “yeni çal ma

dosyas  olu turma” komutu seçildi ve çal ma parametreleri olgu isimleri

girildi. Takiben  “Tools” komutundan “pre run information” seçilerek

gereken enzim kar , substrat kar  ve nükleotid hacimleri ve plaka

ayar n bir listesi yazd ld .

2. USB belle i ba lant  noktas na tak ld .

3. PyroMark Q24 Cartridge’ na  “pre run information” da cihaz

program n bildirdi i miktarda adenin, timin, guanine ve sitozin

nükleotidleri , enzim ve substrat tampon hacimleriyle yüklendi.

4. Kartu  kap  aç ld  ve doldurulmu  ay raç kartu unu etiketi d ar ya

bakacak ekilde yerle tirildi. Çizginin kartu  önünde görünür oldu u

kontrol edildi ve kap  kapat ld .



31

5. Plaka tutucu çerçeve aç ld  ve plaka tma blo una yerle tirildi.

6. Ekran dü meleri kulln larak önceden haz rlanm  olan çal ma dosyas

seçildi. Ana menüden “Run” [Çal ma] seçilerek i lem ba lat ld .

7. Çal ma bitti inde ve alet, çal ma dosyas n USB belle e kaydedildi ini

do rulad nda cihaz kapat ld .

8. Alet kapa  aç larak ay raç kartu u ve plaka yerle tirilen k mlardan

kar ld .

USB belle e kaydedilmi  plan veri dosyalar  incelendi ve kodon 12/13 ve kodon

61’e ait normal doku ve pterjium örneklerinde saptanan mutasyonlardan LOD de eri

±3 oran nda olanlar belirlendi. Bu örneklerin PCR a amas ndan itibaren tüm

lemleri tekrarland . PCR a amas nda DNA miktar  10 l’ye ç kar ld .

3.3 STAT ST KSEL ANAL Z

Bu çal madaki verilerin istatistiksel de erlendirilmesi SPSS 13.0 paket

program  kullan larak yap lm r. De erlendimelerde “Kikare testi” ve Fisher Exact

Test” kullan rken ; p<0.05 de eri istatistiksel olarak anlaml  kabul edilmi tir.
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4. BULGULAR

Çal ma kapsam nda 25 olguya ait pterjium dokusu de erlendirilmi tir.  Ayn

olgulara ait normal konjonktiva dokular  çal mada kontrol grubu olarak al nm r.

Olgular n 10’u (%40) kad n , 15’i (% 60) erkek ve ya  ortalamas  54.54±13.13’dü.

 Güne  gözlü ü kullan m oran  %16 (4/25) idi. Günlük d ar da kalma süresi

ortalama 4.08 (2-8) saatti. Ailesinde birinci derece akrabalar nda pterjium öyküsü

bildirilen hasta olmad .

Pterjium 18 olguda (% 72) korneay  2-4 mm geçiyordu (tip 2), 7 olguda (%

28) ise korneay  4 mm’den fazla (tip 3) geçiyordu ( ekil  5). On be  olgunun (%60)

di er gözünde de pterjium mevcuttu. Bunlar n 4’ünde pterjium tip 3, 3’ünde tip 2,

8’inde tip 1 a amas ndayd . Pterjium tüm olgularda nazal lokalizasyondayd  ve

hepsine ilk kez pterjium cerrahisi uyguland .
ekil 5. Olgularda pterjiumun evrelere göre da
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 Pterjium dokusunun mutasyon analizinden önce yap lan DNA izolasyonunun

uygun kalitede ve miktarda oldu u belirlendi. Bunun için yap lan spektrofotometrik

ölçüm (Nanodrop ND ile) Tablo 6 ‘da sunulmu tur.
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Tablo 6.  zole edilen pterjium  DNA’lar n spektrofotometrik analiz sonuçlar

Olgu

No

Nükleik

Asit (ng/ l)

A260 A280 260/280 260/230

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 33.5 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 94.5 1.891 0.891 2.12 0.45

16 33.3 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” yöntemi ile yap lan dizi analizinde olgular n normal

konjonktiva dokular nda 12, 13 ve 61 nolu kodonlarda K-ras mutasyonu saptanmad

( ekil  6). Ayn  bireylere ait pterjium dokular nda kodon 12’de yanl z 1 olguda

mutasyon saptand . Bu mutasyon Glisin ile Valin (Gli12Val; GGT >GTT) yer

de tirme nokta mutasyonu idi. Kodon 13’de pterjium dokusunda mutasyon

saptanan  olgu  olmad  (Tablo 7). statistiksel analizde Fisher kesin ki-kare testinde

normal gruba göre anlaml  bir farkl k bulunmad  (s ras yla p= 0.32 , p= 1).
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Tablo 7.  Kodon 12,13 ve 61’de mutasyon görülme s kl

KODON         Normal doku           Pterjium

Kodon 12               0                 1

Kodon 13               0                 0

Kodon 61               0                 7

ekil 6. Yirmibe inci olguya ait kodon 12 dizileme grafi i. Mutasyon saptanmayan

normal konjonktiva dokusu.

Kodon 61’de ise 7 olguda pterjium dokusunda mutasyon saptand  (Tablo 8).

Bu nokta mutasyonlar  4 olguda glutamin ile arjinin (Glu61Arg CAA>CGA), 3

olguda ise glutamin ile lösin (Glu61Leu;CAA>CTA) yer de time nokta mutasyonu

eklindeydi ( ekil  7). Mutasyonlar n görüldü ü olgular Tablo 8’de görülmektedir.

Fisher kesin ki-kare testi ile yap lan istatistiksel analizde de kodon 61’deki mutasyon

frekans  pterjium dokusunda normal dokudan istatistiksel olarak da farkl  bulundu

(p=0.01) .
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ekil 7. Olgular n kodon 61’e ait  dizileme grafikleri. (A) Kodon 61’de CGA

mutasyonu   (B) Kodon 61’de CTA mutasyonu  (C) Mutasyon saptanmayan normal

konjonktiva dokusu

Kodon 61’de mutasyon saptanan olgular n demografik özellikleri

incelendi inde 5’i kad n 2’si erkek 7 olgunun ya  ortalamalar n 53.5 (28-65)

oldu u saptand . Klinik özellikler aç ndan ise olgular n 5’inde pterjium tip 2,

birinde tip 3 düzeyindeydi. Tüm olgular n di er gözlerinde de pterjium mevcuttu ve

5 olguda evre 1,bir olguda tip 2 a amas ndayd . Olgular n hiçbiri güne  gözlü ü

kullanm yordu ve günlük ortalama d ar da çal ma süresi 3.33 (3-5) saatti.
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Tablo 8. K-ras Kodon 61 mutasyon analiz sonuçlar

OLGU

NO

KODON 61
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
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 5. TARTI MA

Konjonktivan n hiperplazi ve displazisi ile karakterize pterjiumun klinik

özellikleri ve cerrahi tedavi yöntemleri  iyi bilinmekle birlikte patogenezi halen tam

olarak aç klanamam r.  Ancak bugüne de in yap lan çal malarda gösterilen hücre

siklus regülasyonundaki proliferasyon lehine de iklikler, apoptozisin inhibisyonu,

VEGF, b-FGF, TGF-  vb büyüme faktörlerinin art , anjiojenik stimülasyon ve

ekstraselüler matriksin modülasyonu vb bulgular pterjiumun neoplazi benzeri bir

büyüme bozuklu u olabilece i üphesini gündeme getirmektedir (Detorakis ve

Spandidos 2009; Liu ve ark. 2013; Bradley ve ark 2010). Metastatik tümör özellikleri

göstermemekle birlikte kanser dokusuna benzer ekilde hücre migrasyonu ve lokal

anjiogenez gerektirmesi benign neoplazi hipotezini desteklemektedir. Günümüzde

özellikle nüks pterjium tedavisinde cerrahi eksizyona ek olarak kullan lan 5-

florourasil, mitomisin vb ilaçlar ile daha ba ar  sonuçlar elde edilmesi de

patogenezde kontrol edilemeyen hücre ço almas n sözkonusu oldu unu

dü ündürmektedir (Ya mur 2007).

Son y llarda yap lan birçok çal mada da pterjium –benign neoplazi

benzerli ini destekleyen bulgular elde edilmi tir. Telomerin k salmas  bloke ederek

hücre bölünmesinde rol oynayan bir ribonükleoprotein olan telomeraz n birçok

neoplazideki gibi özellikle UVR etkisi ile artmas , hücre proliferasyonunda rol

oynayan ve kanserlerde sürekli olarak aktive oldu u bilinen MAP kinaz sinyal yola

üyelerinin pterjiumda anormal ekspresyonu  bunlara örnek 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 M ’de

transformasyon gösteren hücrelerin karakteristik bir özelli idir. Detorakis ve ark.

(1998) pterjium dokusunda en s k 9p’de (48%), takiben 17q’da LH oldu unu

göstermi lerdir ancak M  saptayamam lard r. LH daha fazla  olmak üzere , M

pterjium etiyolojisinde tumor supresör genlerin rol oynad  desteklemektedir

(Spandidos ve ark. 1997; Detorakis ve ark. 1998; Detorakis ve ark. 2000).  Bu

anormalliklerin üst kapak alt nda kalan, güne e maruz kalmayan normal

konjonktivada olmamas   ise de ikliklerin UV-radyasyonu ile ili kili oldu unu

do rulamaktad r (Schneider ve ark 2007).

UV’nin DNA ‘da neden oldu u hasar n onar lamamas  ile karakterize bir

kromozom k  hastal  olan kseroderma pigmentosumda cilt kanserlerinin s k
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görüldü ü bilinmektedir. Bu hastalarda da en s k oküler bulgulardan biri pterjiumdur.

Coroneo (2011) hipotezine göre göze direk olarak az miktarda UV k vurmakta

ancak yans yan k gözün ön k sm nda odaklanmakta ve distal limbustaki korneal

kök hücreler direk vuran n 20 kat na kadar ula an oranda UV’ye maruz

kalmaktad r (Podskochy 2004). Bu nedenle de yüzeyel limbus hücreleri normal

vuran  absorbe ederken yans yan k kornea kök hücrelerinin direk hasar

görmesine yol açmaktad r. Bu durum da kseroderma pigmentosumda  pterjiumun en

k konjonktiva bulgusu aras nda yer almas na yol açmaktad r (Brooks ve ark. 2013).

UV n en s k yol açt  baz de imleri diprimidine sekanslar nda C  T

ve  CC  TT  ‘dir  (Wood  ve  ark.  1984).  Bunlardan  biri  olan  siklobutan  primidin

dimerleri frekans, yava  tamir ve mutajenite gözönünde bulunduruldu unda en

mutajenik oland r (Yoon ve ark. 2000; You ve ark. 2001) Deneysel bir çal mada

tav an kornealar nda da UV n siklobütan primidin dimeri olu umuna yol açt

bildirilmi tir (Cimpean  ve ark. 2013).

Siklobutan primidin olu umuna en hassas bölge ise fare cilt tümörlerinde p53

geninin özellikle 270. Kodonunu  (insanlarda 278. Kodona kar k gelir) olarak

gösterilmi tir.  (Kanjilal ve ark. 1993; van Kranen ve ark. 1995).  Ultraviyole

radyasyon hasarl  hücrelerin birço unda major hücre stress düzenleyicilerinden olan

p53 a  ekspresyona u ramaktad r. Bu immünhistokimyasal yöntemlerle de

gösterilmi tir. (Wood ve ark. 1984)  Bir tümör supresör olan p53 hücre siklusunu

düzenlemekte ve DNA tamir, ve sentezi, hücre diferansiasyonu ve apoptozisi

sürecinde fonksiyon görmektedir. nsanlardaki neoplastik olaylardaki en s k genetik

mark rd r (Pfeifer 1997).

Normal hücrelerde genellikle saptanamayan p53 mutasyonu insan

konjonktivas nda da normalde zay f ekspresyon göstermektedir (Bargonetti ve

Manfredi 2002). Pterjium dokusunda da p53’ün artm  ekspresyonu birçok çal mada

gösterilmi tir. Chowers ve ark. (2001) p53’ün aktif primer pterjiumlarda a ,

rekürren pterjiumlarda aktif formdan  biraz daha az  ekspresyon gösterdi ini rapor

etmi lerdir. Bu ili ki nedeniyle Weinstein ve ark. (2002) da pterjiumun dejeneratif

bir patoloji de il anormal veya kontrolsüz hücre proliferasyonundan kaynakland

ileri sürmü lerdir. Ancak çeli kili sonuçlar bildiren çal malar da mevcuttur. Örne in

Tunuslu hastalarda p53 a  ekspresyonu görülürken Japon hastalarda

saptanamam r. Bu da Tunus’lu hastalarda aktinik patolojinin daha fazla rol
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oynad  dü ündürmektedir (Ueda ve ark. 2001). Chowers ve ark (2001) ise p53’ün

sadece primer pterjiumlarda pozitif oldu unu rekürren formlarda saptanamad

bildirmi  ve  rekürensle ili kili olmad  ileri sürmü tür.

Ancak p53 mutasyonunun a rl kl  olarak aktinik radyasyona maruz

kalanlarda görülmesi ve rekürrenslerde dü ük olmas  hücre proliferasyonunun

tetikleyen ba ka onkogenlerin de rol oynayabilece ini dü ündürmektedir. Bu nedenle

tümör supresör genlerin yan ra protoonkogenlerin de UVR’dan etkilenerek

pterjium olu umunda rol oynad  bildiren çal malar gündeme gelmi tir. Fare cilt

tümörlerinde kültür hücrelerinde UVR’a maruziyet sonras  H-ras, K-ras, ve N-ras

genlerinde mutasyonlar da saptanm r ve genellikle insanlarda da kutanöz

melanomlar gibi güne e maruz kalan bölgelerde görülmektedir. Bu mutasyonlar

genleri aktif hale getirmektedir (Dushku ve Reid 1994; Nishigori ve ark. 1994).

Ras onkogenleri malign tümörlerin yakla k %22’sinde aktive olmaktad r

(Prior ve ark. 2012). Karsinogenezin özellikle erken dönemlerinde saptanan

mutasyonlar n prekanseröz veya benign tümörlerde aktivasyonu ile ilgili bilgilerimiz

rl r . Cildin benign bir tümörü olan keratoakantomda ve prekanseröz bir

lezyonu olan kolon adenomlar nda da ras mutasyonlar  bildirilmektedir (Coraminas

ve ark. 1991). nsanlarda malignensilerde saptanan K-ras geni mutasyonlar n

%98’i  kodon 12 ve 13’de saptanmaktad r. Kodon 61 mutasyonlar  malignensilerde

oldukça nadir görülmektedir (Prior ve ark. 2012). Mutant ras proteinleri, kodon

61’de fosfat ba lanmas  için gerekli olan su moleküllerinin koordinasyonunu

bozarak kodon 12 ve 13’de ise van der Waals ba lar n olu umunu önlemektedir.

Hidrolizi bozulan GTP’nin  ras proteinin aktif ras-GTP formunda kalmas na; bu da

hücrenin kontrolsüz uyar lmas na yani Ras/Raf/MEK/ MAPK yola n a

aktivasyonuna yol açmaktad r (Scheffzek ve ark. 1997) .

Pterjium dokusunda restriksiyon fragman uzunlu u polimorfizmi (restriction

fragment length polymorphism- RFLP) ve sekans analizi yöntemleri ile yap lan bir

çal mada pterjiumlar n %10’unda kodon 12’de K-ras mutasyonu (tüm olgularda

GGT- glisinden GTT-valin’e) gösterilmi tir. Ayn  çal mada normal konjonktiva ve

periferik kan örneklerinde mutasyon saptanmam r. H-ras ve N-ras’da da kodon

12’de mutasyon saptanmam r. Ancak K-ras kodon 12’deki  mutasyonlar n

postoperative rekürrens ve genç ya la korele olmas  pterjiumun klinik profili ile

uyumlu oldu unu göstermektedir (Detorakis ve ark. 2005).
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Bizim çal mam zda sadece bilinen mutasyon varl  taramak yerine tüm

bölgenin dizilemesine imkan sa lamas , sensitivitesinin yüksek olmas  nedeniyle

RFLP yöntemi yerine bölgesel dizileme yöntemini tercih edildi (Zhiyong ve ark.

2006). Yaln z primer pterjium eksizyonu yap lan 24 olguda K-ras mutasyonunun

de erlendirilmi  ve kodon 12’de yaln z bir olguda K-ras mutasyonu saptan rken,

kodon 61’de 7 olguda mutasyon saptanm r. Bu nokta mutasyonlar  4 olguda

Glu61Arg, 3 olguda Glu61Leu mutasyonu eklindeydi. A-T’dan T-A’ya

tranversiyona ba  glutamin lösin transformasyonu benign bir cilt tümörü olan

keratoakantomda da Hras onkogeni 61. Kodonundaki en s k mutasyon olarak

bildirilmi tir (Corominas ve ark. 1991). Detorakis ve arkada lar n (2005)

çal mas ndan farkl  olarak bölgesel dizileme yönteminin kullan ld  çal mam zda

yaln z primer cerrahi uygulanan pterjium olgular  dahil edildi i için Detorakis ve

ark.n n ileri sürdü ü kodon 12 mutasyonu ile rekürrens ili kisini  gösterilememi tir.

Kodon 61’de mutasyon saptanan olgular n özellikleri incelendi inde ya

ortalamas  ve pterjium evrelerinin benzer oranlarda oldu u görülmektedir. Ancak

olgular n tümünde pterjiumun bilateral olmas  bu olgular n K-ras mutasyonu için

belki de  bir  yatk nl k ta klar  dü ündürmektedir. Bu gruptaki olgular n  günlük

ortalama d ar da çal ma süresi daha k sa olmas na ra men güne  gözlü ü

kullanmamas  mutasyona yatk nl  aç klamaktad r. Ancak bu durum

de erlendirilirken hastalardan al nan bu bilgilerin hata pay n yüksek oldu u

gözönünde bulundurulmal r.

  Pterjiumda K-ras kodon 61 mutasyonu ile ilgili daha önce yap lm  bir

çal ma bulunmamaktad r. Literatürde bu konuda bir ilk olan çal mam zda bu

bölgedeki mutasyon oran  normal konjonktiva dokusuna göre anlaml  olarak farkl

bulunmu tur. Törmänen ve ark. (1992) cilt tümörlerinde UV radyasyonun

olu turdu u primidin dimerlerinin ras onkogeninde kodon 61 mutasyonuna yol

açt  göstermi tir. Pterjiumda da K-ras onkogeninde kodon 61’de mutasyonun

normal dokuya göre belirgin art  pterjiumun benign bir neoplazi olmas  yönündeki

bulgular  desteklemektedir Bu pterjium dokusunda hücrelerin regülasyonunda

proliferasyon yönündeki de iklikleri, büyüme faktörlerinin art  ve özellikle

antikanserojen ajanlar n tedavideki etkinli ini aç klay  bir bulgudur. Mutasyon

saptanan olgular n ya  ortalamas n di er olgulara göre daha yüksek olmas ,

bilateralite ve güne  gözlü ü kullan m oran n ana gruptan daha dü ük kalmas  ileri

ya  ve UV’ye maruziyetin mutasyonla ili kili olabilecek risk faktörleri olabilece ini
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dü ündürmektedir. Ancak bu ili kinin aç kl a kavu turulmas  daha fazla olgu içeren

ve bu faktörlere göre gruplanm  yeni çal malar ile mümkün olacakt r.

.Mevcut tedavi yöntemleri ile ancak eksize edilerek tedavisi mümkün olan

pterjiumun daha kolay ve kesin  tedavisi için progresyonunda etkin olan moleküler

mekanizmalar n ortaya konmas artt r. Moleküler mekanizmalara yönelik tedaviler

konjonktivadaki bu hiperplazinin önlenmesini sa layarak prognozda önemli

geli meler sa layabilecektir. Çal mam zda K-ras kodon 61 mutasyonunun normal

dokuya göre istatiksel olarak anlaml  art  göstermesi patogenezde benign neoplazi

benzeri proliferasyon hipotezini destekleyen ve yeni tedavilere öncülük edebilecek

bir bulgudur.
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