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OZET

Trehaloz' un pterjium dokusundaki fibroblastlarin iizerine inhibitor etkisinin
arastirillmasi

Dr. Yasin DURKAL

Pterjium simdiye kadar yapilan ¢alismalarla etyolojisi tam olarak aydinlatilamamus,
bircok hipotez ortaya konan ancak patogenezinde fibroblast proliferasyonun oldugu
dejeneratif bir okiiler yiizey bozuklugudur. Tedavisi i¢in genellikle cerrahi eksizyon
tercih edilir. Biz ¢alismamizda trehalozun fibroblastlar iizerindeki inhibitor etkisini
invitro kosullarda incelemek istedik ve bunu hangi hiicresel yolaklarla ve hangi genler
tizerinden yaptigini analiz etmeyi amagladik. Klinigimize basvuran 3 erkek ve 3 kadin
toplamda 6 primer pterjiumlu hastayr ¢alismamiza dahil ettik. Once bu hastalarin
pterjium ve normal konjontivalarini eksize edilip primer hiicre kiiltiir yapildi.
Trehaloz(100, 200, 400, 600 mM) ve mitomisin C(0,5, 1, 2,5 ,5 ,10 ve 20 ul)
muamelesi gergeklestirildi ve 48 saat boyunca 37-C'de %5 CO.ve %95 nemli ortamda
inkiibe edildi. Bu asamada trehalozun fibroblastlarin proliferasyonunu inhibe ettigini
gozlemledik. Geneall marka Hybrid-R total RNA izolasyon Kkiti araciligiyla ilag
muamele edilmeyen kontrol ve trehaloz, mitomisin C uygulanan pterjium ve
konjonktiva hiicrelerinin total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Sonrasinda bu
orneklerden ikisi mikrodizin analizine gonderildi. Pterjiumda normal konjonktivaya
oranla ifadesi degisen VIM, FGF7, FGF10, TGFBR2, TGBR3 MSMO1, Tenascin C,
RANBP3L, NR4Al, IGFBP4, CLCA2, SERPIN2,ASPN genleri olarak saptadik.
Trehaloz verildiginde bu genlerdeki degisimler dikkat c¢ekiciydi. Bu genler genel
olarak vaskiilogenezis, migrasyon, yara iyilesmesi, adezyon, fibroblast proliferasyonu,
fibroblast biiylime faktoriiniin pozitif regiilasyonu gibi olaylarda gorev aliyorlar ve
trehaloz verildiginde bu genlerin ifadesi pterjium olusumunu bloke edecek yonde
degisti. Ancak calismamizda kisith hasta sayis1t mevcut oldugundan daha genis hasta

gruplarina ihtiya¢ mevcuttur.

Anahtar Kelimeler: pterjium, fibroblast, mikrodizin analizi, trehaloz, mitomisin C
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SUMMARY

Investigation of the inhibitory effect of trehalose on fibroblasts in pterygium
tissue

Dr. Yasin DURKAL

Pterygium is a degenerative ocular surface disorder, the etiology of which has not been
fully elucidated by studies, many hypotheses have been put forward, but in the
pathogenesis of fibroblast proliferation. Surgical excision is generally preferred for its
treatment. In our study, we aimed to examine the inhibitory effect of trehalose on
fibroblasts in vitro and we aimed to analyze which cellular pathways and through
which genes it does this. We included a total of 6 patients with primary pterygium, 3
male and 3 female, who applied to our clinic. First, the pterygium and normal
conjunctiva of these patients were excised, and primary cell culture was performed.
Trehalose(100, 200, 400, 600 mM) and mitomycin C(0.5, 1, 2.5, 5, 10 and 20 pl) were
treated and incubated for 48 hours at 370C in 5% CO2 and 95% humidity was done.
At this stage, we observed that trehalose inhibited the proliferation of fibroblasts. Total
RNA isolation of drug-free control and trehalose, mitomycin C-treated pterygium and
conjunctival cells were performed using Geneall brand Hybrid-R total RNA isolation
kit. Two of these samples were then sent for microarray analysis. We detected VIM,
FGF7, FGF10, TGFBR2, TGBR3 MSMO1, Tenascin C, RANBP3L, NR4Al,
IGFBP4, CLCA2, SERPIN2, ASPN genes is change in pterygium compared to normal
conjunctiva. Changes in these genes were striking when trehalose was given. These
genes are generally involved in events such as vasculogenesis, migration, wound
healing, adhesion, fibroblast proliferation, positive regulation of fibroblast growth
factor, and when trehalose was given, the expression of these genes changed to block
the formation of pterygium. However, since the number of patients was limited in our
study, larger patient groups are needed.

Key Words: pterygium, fibroblast, microarray analysis, trehalose, mitomycin C
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GIRIS VE AMAC

Pterjium Latince’de kanat anlamu tasiyan, limbal konjonktiva dokusundan
koken alarak kornea iizerine liggen seklinde kontrolsiiz bir bigimde biiylimesi ile
karakterize yaygin bir g6z hastaligidir. Nazal limbusta temporal limbusa kiyasla
daha stk izlenmektedir. (1)  Astigmatizmaya neden  olmasi  ve
ileri vakalarda gorsel aksi kapatmasi nedeniyle gormeyi ciddi bir sekilde
etkileyebilir. Pterjium etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte ultraviole(UV)
maruziyeti ile yiliksek oranda iliskili goriinmektedir. Ekvatora yakin bolgelerde
yasayanlarda ve UV maruziyeti olanlarda(dis ortamda caligsanlarda) artan bir insidans

kaydedilmistir.(2-3)

Pterjium dokusunun biiylimesini patogenezini aciklamak i¢in var olan ¢ok
sayida teori, etiyolojinin belirsizliginin altin1 ¢izmektedir. Sicak ve kuru iklimlerde ve
ekvatora yakin bolgelerde artan prevalans, UV radyasyonu ve kuruluk gibi ¢evresel
faktorlerin rolii oldugunu diistindiirmektedir.(1-3) Derideki aktinik keratozlara benzer
histopatolojide goriilen aktinik degisiklikler de UV radyasyonunun roliinii
desteklemektedir. Radyasyonla aktive olan fibroblastlarin, pterygium ile sonuglanan
asir1 materyal iiretimi ile sonuglanabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Onerilen diger teoriler
arasinda kolin eksikligi, inflamasyon, anjiyogenezde disregiilasyon, immiin sistemi

anormallikleri, gbzyas1 filmi anormallikleri ve viral bir uyaricinin olasi rolii yer alir.(1-

3)

Pterjium tedavisinde niiksii engellemek , yanma ve batma gibi kronik irritan
yakinmalar1 gidermek, gorme keskinligini stabil hale getirmek veya diizeltmek basarili
bir tedavinin hedefleridir. Bunun igin ¢esitli cerrahi yontemler ve yardimcei tedaviler
mevcuttur. , Limbal konjonktival otogreft, .¢iplak sklera, Mitomisin C uygulamalari
konjonktival greft veya flep, amniyotik membran transplantasyonu gibi birgok
tedavi kullanilmaktadir. Giincel tedavinin bu kadar gesitli olmasi esas olarak pterjium
niiksiinli azaltmak i¢indir. Uzun yillardir tedavide cok sayidaki ¢alismada oldukca
farkli ve bazen birbirleriyle gelisen sonuglar ortaya konmustur. Bu farklilik ve
celigkileri, pterjlum niiksiinde ¢ok sayida faktdriin  rol oynamasindan

kaynaklanmaktadir.



Biz ¢alismamizda trehalozun pterjium ve normal konjonktival dokusundaki
fibroblastlar lizerine olan etkisini incelemeyi amacladik. Bu dogrultuda yaptigimiz bu
calisgma ile hem pterjilumda hem de trehaloz verilen pterjium dokularinda gen
diizeyinde ifadesi degisen gen profillerini ortaya koymayi hem de trehalozun tedavide

potansiyel bir ajan olarak kullanimin1 degerlendirmeyi amagladik.



GENEL BIiLGILER
KONJONKTiVA ANATOMI VE FiZYOLOJISi

Konjonktiva goz kapaklarininin i¢ kismini ve goz kiiresini kornea hari¢ orten
mukozal bir dokudur. Goziin serbestge hareket etmesi icin elastik bir yapiya sahiptir.
Nervus Trigeminus maksiler ve oftalmik dallar: ile innerve edilir. Ayrica lenfatik

drenaj1 da mevcuttur.

GOz kapaklarinin marjinal arter arki tars konjonktivasini, periferal arter arki
ise fornix vebulber konjonktivay1 limbusa 4 mm mesafeye kadar besler. Limbusta
7 tane On siliyer arter korneaya ilerleyerek yiizeyel (konjonktival) ve derin (episkleral)
perilimbal plexusu meydana getirir. On ve arka konjonktival damarlar arasinda
anastomoz mevcuttur. Konjonktivanin venleri ise posttarsal plexusla v. Oftalmikaya,
az bir kismi da ekstraokiiler kaslarinin venlerine dokiiliirler. Konjonktiva; palpebral,
bulber, fornix konjonktivast ve plica semilunaris olmak tizere dort bolimde

incelenebilir.(1-3)
Palpebral konjonktiva: Marjinal, tarsal ve orbital kisimlardan meydana gelir.

Marjinal: Goz kapaklarmin i¢ tarafini orter. Kapak serbest kenarinda
meibomian bezlerinin agizlarinin arkasindan baslar, tars konjonktivasi ile devam eder.

Cok katli keratinsiz bir epitel yapisi vardir.

Tarsal: Altindaki tarsa ¢ok siki yapisiklik gosterir. Epiteli siilindiriktir. Burada
meibomian bezleri rahatca goriilebilir. Tarsal konjonktivada ¢ok sayida damar

vardir.

Orbital: Alt kisminda kapagin miiller ve levator palpebra kaslart mevcuttur.

Silindirik yap1 burada da mevcuttur. Yiizeyinde papiller yapilar izlenir.
Bulber konjonktiva: Skleral ve limbal pargalardan olusur.

Skleral: Goz kiiresinin sklerasini kaplar. Cok incedir ve bu sekilde skleradaki
damarlar rahatlikla izlenebilir. Hemen alindaki Tenon kapsiilii ile yapisikligi olmadig

icin cerrahi girisimlerde kolaylikla diseke edilir.



Limbal: Bu bolgede altindaki Tenon kapsiiliine sikica yapismis olarak izlenir.
Limbusta kornea ve konjonktiva epitelleri birbirleriyle devam ederler; aralarindaki

sinir diizenli degildir.

Fornix konjonktivasi: Glob ile goz kapaklari arasindadir. Goz hareketlerinin
serbestge yapilmasina olanak tani. Fornix; 4 parcadan olusur;alt, iist, ic ve dis. I¢
fornix, plica semilunaris ve karunkiil ile devam eder. Alt fornix alt rektus kiliflartyla
iligkilidir ve yukar1 bakista iist fornix, asag1 bakista alt fornix goz kiiresiyle birlikte
hareket eder. Ust fornix, levator palpebra kiliflar1 ve iist rektus ile devamlilik gosterir.
Konjonktiva ile ilgili lenfatik sistem okiiler ylizeydeki immiin cevabi regiile eder.

Fornikslerde yogun lenfoid doku mevcuttur.

Plika semilunaris: Ust ve alt kapaklarin medialde birlestigi blgede karunkiil
olarak adlandirilan modifiye bir cilt dokusu mevcuttur. Keratinize olmayan c¢ok katl
yasst epitelle oOrtiiliidiir. Yardimer gozyasi bezleri ve sebum ile kil folikiilleri de
mevcuttur.  Karunkiiliin  lateralinde  yukaridan asagiya dogru  vertikal
konumlanan konjonktiva katlantis1 plica semilunaris olarak isimlendirilmektedir. .
Daha alt filogenetik hayvanlarda bulunan 3. g6z kapaginin es degeridir. Plica

semilunaris goziin lateral rotasyonuna yardimci olur.(1)
TENON KAPSULU

Tenon kapsiilii, sklera ve konjonktiva arasinda olan, siki dizilmis kollajen
liflerinden ve fibroblastlardan olusan, goz kiiresini kaplayan ince bir zar tabakasidir.
Korneaskleral bileskenin hemen arkasinda konjonktiva ile kaynagir. Arkada optik sinir
kilifi, arka siliyer damarlar ve sinirler tarafindan delinir ve bu bdlgede daha incedir.
Rektus kaslarini saran intermiiskiiler membranlar ve tenon kapsiilii birleserek fibroz
bir aski ve destek meydana getirirler. Rektus kaslarinin goz hareketleri sirasinda
orbitadaki pozisyonunun sabitlenmesinde rolii vardir. Vorteks venleri Tenon

kapsiiliinden glob ekvatoru bdlgesinin komsulugunda gecer.(2)



KONJONKTIVA HISTOLOJISI
Konjonktiva histolojik olarak stroma ve epitelden olusur.
Epitel

Konjonktiva epiteli ¢ok katli silindirik bir epitel tabakasidir. Limbusta,
karunkiilde ve mukokutandz birlesim yeri yakininda ¢ok katli yassi epitele doniisiir.
Karunkiil ve plica semilunaris bolgesinde epitelde miisin iireten Goblet hiicreleri

vardir. Bu goblet hiicreleri miisin salgilarlar ve sonra atrofiye giderler.

Stroma: Zengin damar ag1 , yardimci gozyast bezlerini (Krause ve Wolfring)
ve sinirler igeren bir bag dokudan olusmustur. Adenoid yiizeyel tabaka lenfoid
tabakadan zengindir. Cok sayida lenfosit igerirken ince retikiiler bir tabaka seklindedir.
Daha derinde ise fibr6z kat bag dokudan meydana gelir ve yardimci gozyasi bezleri
burada izlenebilir. Aksesuar lakrimal bezler olan Krause bezleri alt ve {ist
fornikste Wolfring bezleri ise iist kapak tarsinda mevcuttur. Aksesuar lakrimal
bezlerin salgilar1 ve goblet hiicrelerinden salgilanan miisin goz yas1 film tabakasinin

temel maddeleridir.(1-3)

KORNEA ANATOMISI VE FiZYOLOJiSi

Normal kornea avaskiiler ve saydam dokudur. Skleranin devami 6zelliginde
olup, yarigap1 skleranin yari ¢apindan kiigiiktiir ve 6ne dogru bombelesir. Ayrica goz
optik sisteminin en 6nemli pargasidir. Goziin toplam optik giiclinlin ¥4’iinii olusturur.
Ortalama kornea capr horizontal eksende 12 mm, vertikal eksende 11.5 mm’dir.
Santral kornea kalinligi ortalama 0,540 mm’dir. Bu kalinlik perifere gittikge artar.
Korneanin beslenmesi 6n tarafta gézyasi filmi ve limbal damarlar ile saglanirken, arka
tarafta ak6z humoriin difiizyonu ile saglanir. Kornea viicuttaki dokular i¢ide en yogun
sinirsel innervasyona sahip dokudur.. Sinirleri ise duyu siniri olup n. trigeminus’un
oftalmik dalindan ve uzun siliyer sinirler ile gelen 7 miyelinsiz liflerdir ve 6n stromada
Bowman zar1 altinda sonlanirlar. Korneada agr1 ve soguk reseptorleri, 1s1 ve dokunma
duyusu reseptorlerine gore daha fazladir. Dolayisiyla kornea agriya ¢ok duyarlidir.

Korneada lenfatik sistem bulunmamaktadir. (2-3)



Kornea 6n yiizeyini kaplayan gozyasi tabakasi, lipid, akdz ve musinden
meydana gelir. Goz yasi biinyesinde biyolojik aktif maddeler, elektrolitler, lizozim,
immunoglobulin, glukoz gibi hiicrelerin yasamini ve biitiinliigiinii olusturan maddeler
de bulunmaktadir. G6z yas1 tabakasinin en Onemli gorevi korneayr korumaktir.
Korneanin nemli  kalmasinda, beslenmesinde ve epitel biitlinliigliniin
devamliliginda g6z yast tabakasinin rolii fazladir. Ayrica g6z yasi tabakasi

mikroorganizmalara kars1 da korneay1 savunur.

Kornea histolojik olarak onden arkaya dogru bes katmandan olusur. Bu

katmanlar distan ige epitel, bowman, stroma, descemet membrani ve endoteldir.
Epitel:

Epitel ¢cok katli yass1 ve non-keratinize epitelden meydana gelir ve konjonktiva
epitelinin devami niteligi tasir. Yaklasik kornea tabakasinin %10’udur. Yapilar
yoniinden bazal kat, arakat (kanat hiicreleri) ve ylizeyel kat hiicreleri olmak iizere ii¢
kattan olusur. Bazal kat hiicrelerinin hemen altinda bazal membran vardir. Bazal
membran konjonktiva epitelinin bazal membraninin devami 6zelligindedir. Hasar
goren bazal membran 6 hafta icerisinde yenilenir. Bazal kat hiicrelerinin kdkeni ise
limbus epitelidir. Periferde olusan hiicreler mitozla ¢ogalarak merkeze, sonra da
ylizeye taginarak kornea epitelinin diger katlarin1t meydana getirirler. Bazal hiicreler
tek katli silindirik hiicrelerden olusur. Epitelin %2’sini meydana getirirler. Bazal zara
hemidesmozomlarla, etrafindaki hiicrelere de desmozomlar ile baglanmislardir. Ara
kat (kanat) hiicreler; 2 — 3 sira seklinde siralanmis polihedral hiicrelerdir. On yiizleri
konveks, alt yiizleri bazal kat hiicrelerinin bigimini aldigi ig¢in konkavdir. Oval
nukleuslar ylizeye paralel olarak dizilmistir. Bu hiicreler de desmozom ve makula
okludenslerle birbirleriyle baglanti kurarlar. Yiizeysel kat hiicreler; 2 sira seklinde
olup, yassidirlar. Horizontal nukleuslar1 mevcuttur ve zonula okludenslerle birbirine
baglidirlar. En distaki hiicrelerin yiizeyi mikrovillus ve mikropililerle geniglemistir ve
musin absorbsiyonunu saglayarak korneanin nemlenmesine yardimci olurlar. Bu

hiicrelerin yagam dongiisii birkag giindiir.(1-3)

Kornea epiteli siirekli kendini rejenere eden bir yapiya sahiptir. Hiicre

yenilenmesi, limbustaki kok hiicreler ve bazal epitel hiicreleri araciligr ile



olusmaktadir. Saglikli bir kornea ylizeyi i¢in olmazsa olmaz olan epitelyal kok
hiicreler, 6zellikle iist ve alt limbusta, biiyiik olasilikla Vogt palisadlarinin i¢indedirler.
Bunlar ayn1 zamanda konjonktival dokunun korneaya dogru ilerlemesine de engel olup
bariyer gorevi goriirler. Limbal kok hiicrelerinin yetersizligi ve fonksiyon
gorememesi; kornea epitel patolojilerine , konjonktiva epitelinin kornea lizerinde
ilerleyerek asir1 biiyiimesine (konjonktivalizasyon) ve vaskiilarizasyona sebep
olmaktadir. Kornea epitelindeki kok hiicreler unipotent yapiya sahiptir. Kok
hiicrelerinin asimetrik boliinmesi ile meydana gelen iki hiicreden biri kok hiicre olarak
devam eder, digeri bazal korneal epitel olarak farklilagir. Kornea epitelinin

biitiiniiyle iyilesmesi yaklagik bir haftadir.
Bowman membrani

Epitel ile stroma arasinda bulunan, hiicresel icerigi ve ¢ogalma yetenegi
olmayan ve korneanin seklini koruyan bir tabakadir. Epitelin bazal
membrant bowman membranina diizensiz filamanlar ile sikica baglanir. Elektron
mikroskobu ile incelendiginde, kisa kollajen liflerden olustugu izlenir. Bir travma
sonrasi bu baglantinin yeniden gelismesi 6 hafta kadar siirebilir. Bu kat kendini
onarma kapasitesine sahip degildir ve sonrasinda skar dokusu gelisir. Epiteldeki

olaylarin stromaya ge¢isini durduran 6nemli bir membrandir(1-3)
Stroma:

Korneanin bowman ve descemet membrani arasinda izlenen tabakadir. Kornea
kalinhiginin %90°1n1 meydana getirir. Igeriginde tip 1 kollajen predominanttir, keratan
stilfat ve kondroitin siilfat stromanin glikozaminoglikanlarindan baslicalaridir.
Limbustan limbusa dogru yerlesmis ve birbirine dik agilanan yaklasik 300 adet tip I
kollajen lameli igermektedir. Lameller birbirlerini ¢aprazlayan ag seklinde olup,
muntazam bir sekilde kesigerek kafes yapis1 meydana getirirler. Glikozominoglikanlar
da kollajen lamellerinin diizgiin bir tabaka olusturmasini saglayarak kornea
saydamligin1 olustururlar. Stromanin ayrica korneanin yaklasik %78 su igerigini
saglamaktadir. Goz tansiyonunun ¢ok yiiksek oldugu veya endotel patolojisi olan
vakalarda stromada su miktarinin artmast kornea saydamliginin bozulmasi ile

sonuglanir. Stromada kollajen lifler ve mukoproteinler ile birlikte keratositler de yer



alir. Keratositlerin sayis1 azdir. Ileri derecede yass1 ve kollajen lifleri arasinda sikisik
olarak yer alirlar. Gorevleri kollajen ve mukoproteini sentez etmektir. Stroma herhangi
bir hasar durumunda rejenerasyon yetenegi bulunmamaktadir. Stromal hasar
durumunda ise yara bolgesine keratositler go¢ ederler, fibrositlere doniisiirler,
prolifere olup kollajen sentezleyerek skar dokusu olusumuna yardimeci olurlar.
Sitoplazmalarinda bulunan glikojen graniilleri, damarsiz korneanin enerji ihtiyacini

karsilar. Ayrica stromada birkag¢ 16kosit ve makrofaja da rastlanabilir (1-3)
Descemet membrant

Kornea endotelinin bazal membrani olma Ozelligi tasir. Stroma ile
endotel arasindadir ve rejenerasyon yetenegi olan bir tabakadir. Limbusa kadar
uzanir ve iridokorneal agtya 2 mm mesafede son bulup Schwalbe ¢izgisini meydana
getirir. Descemet membran1 6nde ve arkada iki parcadan olusur. Ondeki stromaya
komsu olan kisim intrauterin dénemde kollajen lifler ve glikoproteinden meydana
gelir. Arkadaki endotele komsu olan kisim da dogumdan sonraki dénemde endotel
tarafindan sentezlenir ve yaslandik¢ca kalinlasir. Descemet membraninda limbusa
komsu periferik birikimler Hassal Henle cisimcikleri olarak isimlendirilir ve 20 yas
tizerindeki kisilerde gozlenir. Descemet membrani elastik olan arka kismi hasar

sonrasi endotel tarafindan tekrar sentezlenir.(1-3)
Endotel

Santralde genis ve oval niikleuslar1 olan tek sira altigen (hekzagonal)
hiicrelerden mozaik paternde bir tabakadir. Yasamin ilk yilinda hiicreler kiibik ve
yiiksektirler. Sayilart 1 milyon (4000/mm?2) civarindadir. Yash bireylerde ise hiicreler
yassilasmis ve sayica ¢ok azalmislardir (2500/mm2 ). Rejenerasyon yetenekleri
mevcut degildir. Endotel hiicrelerinin pompa fonksiyonu sayesinde fazla siviy1 stroma
disina pompalanarak, korneanin saydamligin1 saglanir. Endotel hiicreleri arasindaki
kuvvetli baglar, 6n kamara sivisinin kornea tabakalar1 igine girmesini durdurur.
Travmalarda hasar gordiiklerinde mitozla c¢ogalamadiklarindan, acikta kalan
Descemet membrani ylizeyi, komsu endotel hiicrelerinin uzamasi ve genislemesiyle

doldurulur. Endotelin pompa goérevi 14 giin sonra tekrar aktive olur. Herhangi bir



sebepten dolay1 endotel hiicrelerinin sayisinin azalmasi (500- 600 hc/mmz2 den az)

kornea tabakalarinda su miktarinin artmasi ve kornea 6demi ile sonuglanir (1-3)
LIMBUS ANATOMISI VE FiZYOLOJiSi

Limbus kornea, konjonktiva ve sklera arasinda yaklasik 1-2mm’lik genislikte
bir gegis zonudur. Limbusta kornea epitelinin diizenli yapist degisir ve konjonktiva
epiteline doniismeye baslar. Kornea epiteli, konjonktivaya dogru Vogt palisadlar
olarak adlandirilan ¢ikintilar yapar. Goblet hiicreleri ve lenfatik kanallar burada izlenir.
Stromal kollajenin diizenli yapis1 degiserek hem kornea hem de sklera kollajeninin
Ozellikleri bir arada gozlenir ve seffafligini kaybederek skleraya benzer hale doniistir.
Korneada olmayan kan damarlari, sinirler ve mast hiicreleri skleranin diger
bolgelerine oranla daha sik olarak gézlenir. Bowman membrani yerini diizenli kollajen
lifler ve amorf bir maddeye birakirken, Descemet membrant membrandz niteligini
kaybederek dar bantlara ayrilir ve trabekulum katlari1 cevreler. Endotel ise
diizenliligini kaybeder ve trabekiiler ag endotel ortiisiine benzer sekilde degisim

gosterir. Bu bolgede sklera iizerinde de ince bir episkleral fibr6z doku izlenir.

Limbusun 6n siniri, Bowman membrani bitis bolgesi ile Descemet membrani
sonlanma noktas1 arasinda ¢izilen bir ¢izgidir. Arka sinir daha az belirgindir ve sklera
mahmuzundan dik ve 6n ¢izgiye paralel olarak ¢izilen bir hattir. Limbusta olan iki
onemli anatomik yap1 trabekiiler ag ve Schlemm kanalidir. Bu iki yap1 6n kamaradaki

hiimor akoziin disa akim mekanizmasini olusturur.

Limbal epitelin proliferasyon kabiliyeti periferik ve santral kornea epitelinden
fazladir. Limbustaki kok hiicreler, kornea epiteli rejenerasyonu acisindan ¢ok
degerlidir. Alkali yaniklar gibi siddetli limbal hasara neden olan durumlarda, kornea

iyilesmesi ileri derecede bozulur.(3-4)
PTERJIUM
Tanim

Pterjium Milattan 6nce 4. yiizyilin baglarinda Hippocrates ve Milattan sonra
130-200 yillar1 arasinda Galen tarafindan bahsedilmistir. (5). Pterjium {ist ve alt kapak

arasinda, horizontal meridyende ve daha sik olarak nazalde konumlanir. Nadir olarak



hem temporal hemde nazal tarafta ayni anda yer alabilir (5). Vakalarin ortalama {igte

birinde her iki gdzde pterjium saptanabilir. (6).

Pterjium karakteristik olarak ti¢gen seklindedir. Bas, boyun ve govde olmak
izere 3 parcadan olusmustur. Bas olarak adlandirilan kismi en 6nde yay seklinde gri-
beyaz subepitelyal kornea opasitesidir. Pterjiumun basi bulbusa kuvvetlice yapismis
beyaz, yilizeyden kabarik bir dokudur. Pterjiumun govdesi yukaridaki ve asagidaki
konjonktivadan net hatlarla ayrilmis fibrovaskiiler bir dokudur (7). Ilk olarak pterjium
ist ve alt kapak arasinda limbusa komsu bulbar konjonktivadan hacimli bir doku
olarak ortaya cikar. Pterjium dokusu ve bitisik konjonktiva iizerinde izlenen radyal
vaskiiler yapilar hizli bir sekilde gelisen pterjium dokusunun ortaya cikacagini
gosterir. Pterjium dokusu limbusa dogru biiylidiikkge konjonktiva dokusu iizerinde
zamanla artan bir gerginlik olur. Korneaya dogru ilerleyip biiyliyen pterjium ile
birlikte yanma, irritasyon, yabanci cisim hissi, sulanma gibi semptomlar ortaya ¢ikar
(6). Fibrovaskiiler yapinin hacim olarak biiyiik oldugu vakalarda pterjium ¢ok kalin
ve hiperemiktir. Bu olgulara pterjium vaskulosum denir. Pterjiyumlarin bir kismi
korneaya ilerlemezken ,bazilar1 ilerler. Ilerleyen pterjium dokusu tipik olarak belirgin
vaskiiler bir yap1 gosterir (6). ileri olgularda pterjiyum dokusu kornea santraline
ilerleyip gorme aksinda saydamligi bozarak veya korneada diizensiz bir
astigmatizmaya neden olarak gérmede azalma meydana getirebilir. Bir bagka teoriye
gore diizensiz astigmatizmaya neden olan sey, pterjiumun bas kismi 6niinde biriken
gbzyas1 oldugudur (8). Pterjiumun bas kismi gérme aksina ilerledik¢e 151k hassasiyeti
ve kontrast duyarliliginda azalma meydana gelir.(7). Ilerleye olgularda semblefaron
olusumu, okiiler hareketlerde kisitlanma ve diplopi izlenebilir. Bazen pterjiumun
gelisme siirecinde biliylimesi durabilir. Bu durumda lezyonun yiikseltisinde ve
vaskiiler yapisinda azalma, soluklagma izlenir. Canliligin1 kaybeden pterjium hastanin
tim hayat1 stiresince bu sekilde kalabilecegi gibi tekrar aktive olabilir. Yash ve
duragan pterjiumlarin bas kisimlarinin hemen 6niinde, gézyasinin birikmesi sonucu
yiizeysel korneada biriken depozitler, yay bigiminde tipik demir ¢izgisi (Stacker's
line) olustururlar(6). Pterjium, eksizyonundan sonra siklikla tekrarlamasina ragmen
malign donisiime ugramaz (9). Cerrahiye kozmetik veya semptomatik
endikasyonlarla karar verilir. Pterjiyum niiksii cerrahi yapildiktan sonraki 1 yil iginde
olmakla birlikte daha sik olarak 6-8 hafta i¢inde izlenmektedir. (10).
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Ayiricl Tani

Pterjium klinikte pinguekula ve pseudo-pterjium karisabilir. Pinguekula iist ve
alt kapak arasinda yer alan kiigiik, limbusta sinirli, bazen inflamasyon izlenen sarimsi
renkte bir lezyon seklindedir. Cerrahi olarak alinmasina nadiren ihtiya¢ duyulur, ancak
eksizyon durumunda tekrar niiks izlenmez (6). Her ikisinin de prevalansi ve goriiniis,
siklig1 yasla birlikte artmis olarak saptanmistir. Pinguekula erkek ve kadinlarda esit
siklikta goriiliir. Pinguekulanin etyolojisinde de pterjiumda oldugu gibi ultraviyole
15181 6nde gelen sebeplerden goziikmektedir ve tropikal bolgelerde sik goriilmektedir.
Pterjium pinguekuladan meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir. Her iki lezyonun da

histopatolojik yapilar1 benzer 6zellikler tasimaktadir.

Pseudo-pterjiyum bulbar konjonktivadan ilerleyip kornea iizerine uzanan
fibrovaskiiler bir lezyon oldugunda ilk bakida pterjiuma benzer (6). Pterjiumun aksine
pseudo-pterjium perifer kornea iilseri, travma, kimyasal yanik, skatrisyel konjonktivit
veya cerrahi gibi onceki bir lezyon veya dejenerasyondan sonra meydana gelen ,
konjonktivada ve korneadaki bir inflamasyona cevap olarak ortaya ¢ikar. Pseudo-
pterjium siklikla atipik lokalizasyonda izlenir. Pterjium gibi kapak araliginda
izlenmeyebilir ve her noktada yapisik degildir, sadece basi ile boynu altindaki
dokulara yapisik oldugundan goévdesi altindan sonda gegirilebilir. Pterjiyum ise
tamamen kornea ve konjonktivaya yapisiktir (11,12). Herhangi bir korneal

inflamatuar hastalik pterjiyum gibi fibrovaskiiler proliferasyona yol agabilir.

Ultraviyole 1sinlarina maruziyet ile pterjium arasinda anlamli bir iliski
izlenirken, pinguekulada ultraviyolenin etkisi daha zayiftir (13). Pseudo-pterjiumun
tanisinda bazi noktalar Onemlidir. Bunlar; Kapak araligi disindaki herhangi bir
bolgede olmasi, c¢ok sayida lokalizasyon ve yaygin kornea tutulumu, okiiler
inflamatuar bir hikayenin bulunmasi, tipik pterjiumdan farkli olarak gévde, boyun ve
bas gibi yapilara sahip olmamasi, pterjiumun bas kisminin altindaki kornea dokusunun
incelmesi. Pseudo-pterjiumun etiyolojisine bagli olarak cerrahiye ihtiyag

duyulmayabilir.

Pterjiumun ayirict tanisinda edinilmis limbal kitleler, papillom, skuamoz

hiicreli konjonktival karsinom, konjonktival melanom ve sebase karsinom da dahil
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edilebilir. Pterjiuma klinik olarak benzeyen diger nadir lezyonlar arasinda, epitelyal
kist, pyojenik graniilom, keratoakantom, adenom, fibrom, fibrokondrom, fibroz
histiositom, anjiom, lenfanjiom, kaposi sarkomu, alveolar epiteliom, neurolemmom,
malign schwannom, mycosis fungoides, juvenile ksanthogranulom, leukemia,
episkleral osseos koristom, ektopik lakrimal doku, lipom, amiloid, mavi nevus, nevus
ve limbal dermoid sayilabilir. Bu bahsi gecen lezyonlar pterjiumla kolay kolay

karistirilmazlar.(6)
Epidemiyoloji ve Etyoloji

Pterjium diinyanin her yerinde goriilmektedir. Biitiin diinyadaki siklig
toplumdan topluma %7 -%31 arasinda degismekle birlikte kuru ve sicak iklimlerde
daha fazla goriilmektedir. (7). Prevalansi ekvatorda yasayanlarda %22 kadar ytiksek
ve 40 derecedeki enlemin tstiindeki bolgelerde %2 den daha azdir (6). Baz1 meslek
cesitlerinde pterjium goriilme sikligmin daha fazla oldugu saptanmistir. Agik
mekanda caligilan ciftgilik, balik¢ilik, insaat is¢iligi, gemicilik, kaynakg¢ilik bu meslek
gruplari icerisindedir (6). 10 Gozyas1 film tabakasi patolojilerine bagl {ist ve alt kapak
arasindaki kornea ve konjonktivadaki bolgesel kurulugun yeni fibroblastik doku
biiylimesine yol agabilecegi teorisi ve pterjiumun riizgarlt ve kuru iklimlerdeki artmis
siklig1 bu hipotezi desteklemektedir (6). 15 yasindan kiiciik olanlarda pterjium nadiren
izlenmektedir. Artan yasla birlikte pterjiumun izlenme siklig1 artmaktadir. En sik 20—
49 yas araliginda izlenmektedir. Ayrica 60—70 yasindan daha biiyiik hastalarda

pterjium sikliginda azalma saptanmistir. Niiks genglerde daha sik izlenmektedir (10).
Patogenez

Pterjiumun olusumu ile ilgili bir¢ok teori ileri siiriilmiistiir. Lokal gozyas1 film
patolojileri, kronik okiiler irritasyon, pterjium damar gelisimi faktoriiniin {iretimi ile
birlikte var olan kronik inflamasyon, tip 1 asir1 duyarliligin neden oldugu
immiinolojik siirecler, herediter faktorler ve gilines 1sinlar1 ile hasara ugramis

fibroblastlarin elastik doku ile yer degistirmesi gibi nedenler gosterilebilir.

Pterjiumun patogenezi i¢in ortaya atilan bu teoriler kesin olarak konsensusa

varilmis bir durumda degildir (7). Ne ultraviyole 1s1g1na maruziyet, ne de irritasyon
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pterjiumun neden nazal bulbar konjonktivada yerlestigini aciklamamaktadir. Bu

durumu aydinlatmak i¢in birkag teori ileri stirlilmiistiir. Bunlar:

1. Goziin temporal bolgesi hali hazirda iist géz kapagi kurvatiirii ve uzun

kirpikler nedeniyle golgelenmektedir.

2. Yiksek 1siktaki normal orbikularis kontraksiyonu, temporal bulbar

konjonktivada daha fazla bariyer gorevi goriir.

3. Goze posterolateral alandan gelen 151k temporal periferik kornea tarafindan

nazal limbusa odaklanir ve bu da nazal limbal kok hiicre disfonksiyonuna neden olur

(7).

Pterjium patogenezinde ilk olarak anormal limbal kok hiicrelerinin rol oynadigi
hipotezinin desteklenmesinde, normal kornea epitelyal bazal membrant boyunca
pterjiumun ilerleyen kisminda degisiklige ugramis limbal epitelyal kok hiicrelerinin
immunohistokimyasal tekniklerle saptanmasi yer alir (14). Normal limbal kok hiicre
toplulugunun korneanin konjonktivalizasyonunu engellemede bariyer gérevi gordiigii
diistiniilmektedir.Saptanan bu kanitlarin sonucu olarak pterjium, fonksiyonu degismis

ve anormal, limbal kok hiicrelerinden kaynaklanir.

Stirekli ve uzamis ultraviyole 1s18a maruz kalma pterjium patogenezinde
yaygin olarak kabul edilmis etiyolojik faktordiir. Bu tez epidemiyolojik verilerle, 151n
uygulanan modellerle ve ultraviyole ile hasara ugramis cildin histopatolojik
Ozellikleri ile de gosterilmistir. Ancak pterjiyumun mekanizmasinin agiklanmasinda
bazi aydinlatilmamis noktalar mevcuttur. Son verilerle genetik mekanizmalar anti-
apoptotik mekanizmalar, sitokinler, biiylime faktorleri, ekstraselliiler matriks
metalloproteinleri, immiinolojik siiregler ve viral infeksiyonlar patogenezde gosterilen

etkenlerdendir. (15).

Insan gozii siirekli olarak UV-A (320-100 nm), UV-B (295-320 nm),
goriilebilir 151k olan 400—700 nm dalga boyundaki giines 1sinina ve yapay 1sinlara
maruz kalmaktadir. Geng ve yetiskin gozleri yliksek siddetteki ortam 1ginlarinin zararl
etkilerinden antioksidan sistemlerinden dolay1 etkin bir sekilde korunurlar. Ayrica

koruyucu pigmentler ¢evreden yansiyan radyoaktif 1sinlar1 absorbe eder ve onlarin
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enerjilerini dagitarak zarar vermelerini Onlerler. Orta yaslarda antioksidan enzimlerin

tiretiminde diisiis olur ve koruyucu pigmentler biyokimyasal olarak degisirler (16).

Yapilan giincel ¢aligmalarda, insan konjonktivalarindaki goblet hiicreleri ve
nazolakrimal kanaldaki kolumnar epitelyal hiicreler Trifoile faktor (TFF peptidi)
iretmektedirler. TFF peptidi musin ile birlikte mukoz jelin komponentlerinden birini
meydana getirmektedir. TFF1, TFF2, TFF3 olmak {izere ii¢ tipi saptanmistir ve
bunlarin gorevleri hiicre dagilimini stimiile etmek, anti-apoptotik 6zellik ve in vitro
epitelyal hiicre gociinii ilerletmektir. TFF peptidlerinin iiretilmesindeki patolojiler
kronik inflamatuar korneal ve limbal hastaliklara neden olabilecegine iliskin iddialar

mevcuttur (17).

Bazi aragtirmacilar pterjiumda ve pterjium hiicre kiiltiirlerinde kollajenaz-1'i
matriks metaloproteinaz (MMP)-1 vurgulamaktadir. Bu proteaz UV 1sinlarina maruz
kalindiktan sonra degisiklige ugramis olarak saptanmistir. Immiinohistokimyasal
calismalar p63 pozitif boyanan epitelyal hiicrelerle uyumlu olacak sekilde pterjiumda
MMP-1 aktivitesini saptamistir. Normal konjonktiva, kornea ve limbusta MMP-1
aktivitesi oldukca azdir. Pterjiyumda epitel hiicrelerinde UVB 1sinlarina maruz
kaldiklarinda doz ve zamanla iligkili olarak MMP-1 aktivitesinde artis izlenmektedir
(18).

Normal konjonktival dokularla pterjium oOrnekleri arasinda epitelyal kok
hiicrelerinin kaniti olarak p63 geni bircok arastirmaci tarafindan karsilastirilmistir.
Pterjium ve normal konjonktivada p63 pozitif boyanan hiicreler karsilastirildiginda
boyanma miktar1 agisindan anlamli bir fark saptanmamaistir. Son ¢alismalarla birlikte
arastirmacilar, pterjiumun hiicrelerdeki proliferatif kapasitenin artimindan daha ¢ok

hiicresel apoptozisin kontroliindeki yetersizlikten kaynaklandigini diisiinmektedirler
(19).

UV 1smina maruz kalan kornea epiteli apoptozise gider ve okiiler yiizeyden
uzaklagir. Yiksek ihtimalle pterjium epiteli ultraviyole 1sinin uyardigi apoptozise
kars1 direnglidir. TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick end-labeling) boyama tekniginde

apoptosisin normal konjonktivada tam kat saptanmasina ragmen pterjium bazal
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epitelinde sinirli kaldig1 saptanmistir. Pterjium epitelinde anti-apoptotik protein bcl-

2 oldugu halde konjonktivada bu protein saptanmamaistir (20).

Timor supresdr geni pS3, hiicre siklusunda DNA hasarinin ve genomik
zay1fligin olugsmasini énlemede etkindir Niikleer boyama yontemleri ile p5S3 geninin
pterjium bazal membraninda bulundugu saptanmistir(21). Pterjium ilk evrelerinde p53
geni acisindan pozitiftir. Sonraki niikslerde ise izlenmemektedir. UV 1sinlar1 p53 geni
gibi timor supresor genlerinde mutasyona neden olmaktadir. Bu genin inaktivasyonu
hiicre proliferasyonuna ve genomik olarak dayaniksizlifa neden olmaktadir.
Pterjiyumlu hastalarda p53 geninin biiyiik oranda delesyona ugradigi saptanmustir.
Shimmura ve arkadaslari ile Onur ve arkadaglar1 kontrol grubuna oranla pterjiyumdan
elde edilen hiicrelerdeki p53 geninin mutasyonunu saptamiglardir. Delesyon siklikla
timorlerde goriilmesine ragmen, p5S3 genindeki delesyon veya zayiflama pterjiyum

etiyolojisinde rol almakdtadir (22).

Telomeraz ribonukleoproteinlerin replikasyonunda, telomerin nlenmesinde
ve hiicre replikasyonunun kisaltilmasinda gorev alir. Embriyonik hiicreler ve eriskin
kok hiicrelerinde aktif olan bu enzim, normal somatik hiicrelerde bulunmamaktadir.
Fakat, immortal kanser hiicrelerinde yeniden aktive olmaktadir Telomerazlar; germ
hiicreleri, embriyonik kok hiicreler, tek hiicreli dkaryotlar ve kanser hiicrelerinde
bulunmaktadir. Pterjiumda da telomeraz enzim mevcudiyetini gdsteren bir¢ok calisma
vardir. Telomeraz aktivitesi UV i1sigina maruz kalma ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir (23).

Pterjiumda inflamatuar Onciisii sitokinler, anjiogenik ve fibrojenik biiylime
faktorleri ve onlarin reseptorlerinde artis saptanmistir. Bu sitokinler kornea yara
lyilesmesinde gorev almaktadirlar. Bu proteinlerin bir ¢ogu pterjlumun meydana
gelmesinde ultraviyole 1sinlarin roliinii destekler sekilde UV etkisi ile yapisal

degisiklige ugramaktadirlar (24).

Pterjiumun olusumu ile ilgili ¢alismalarda immiinolojik siireglerin etkisi
tizerinde durulmustur. Okiiler yiizeydeki mast hiicrelerinin, temel fibroblast biiyiime

faktorli (B-FGF /Basic-fibroblast growth factor) gibi biiyiime faktorlerinin potansiyel
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kokeni oldugu ve UV maruziyeti ile bu faktorlerin aktif hale geldigi belirtilmistir
(25).

Birgok arastirmaci pterjiumda onkojenik viriislerin mevcut oldugunu
bildirmistir. Calismalarda insan papilloma viriisii (HPV) enfeksiyonu %24-%54
oraninda izlenmistir (26,27). Bir calismada ise HPV'ye ek olarak %22 oraninda HSV
viriisii de saptanistir. Chen ve arkadaglar1 65 pterjium vakasi iizerinde yaptiklar
calismada HPV DNA’sin1 saptayamamislardir (28). Ozetle pterjium olusum ve

gelisiminde onkojenik viriis etkisi daha ispatlanmamustir (29).

Pterjium kuru goz arasindaki iligki ise net olarak aydinlatilamamistir. Bazi
arastirmacilar gozyasi film tabakasindaki degisikliklerin, lakrimal film tabakasindaki
diizensizliklerin, kii¢iik Dellen ve epitelyal mikroiilserasyonlara neden olacagini,
bunun da subkonjonktival fibrovaskiiler doku proliferasyonuna neden olan bir uyar1

olabilecegini savunmaktadirlar.(30).

Calismalarda hastalarin soy gee¢misine bakildiginda pterjiumda otozomal
dominant bir kalittmin oldugunu gostermesine ragmen olgular yaygin olarak sporadik
olarak ortaya cikmaktadir (15). Diger genetik kalitim ornekleri olarak otozomal
resesif, multifaktoriyel, poligenik 6rnekler sayilabilir(15). Ayrica pterjium dokusunda,
tiimdral dokulara 6zgii olan kolesterol metabolizmasindaki degisikligi gosteren diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL) reseptorlerinde ve hidroksi metilglutaril koenzim A

rediiktazda artis izlenmistir(13).

Patogenezde sucglanan bagka bir iddia limbal kok hiicrelerin harabiyetidir. Bir
makalede limbal kornea-konjonktival epitel bariyerinin hasar goérmesi ile kornea
tizerine konjonktivalizasyon basladigi ortaya konmustur.Pterjium cerrahisinde agik
bolgeye amniyon membran veya konjonktiva otogrefti transplantasyonu yapildiginda

limbal kok hiicreleri ile olumlu yanit vermistir.(36-37)

Immiinolojik arastirmalarda pterjium dokularinda vaskiiler hiicresel adezyon
molekiilii-1 (VCAM-1) ,hiicreler arasi adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve insan 16kosit
antijeni-DR (HLADR) dahil bazi immiinolojik aktivite gostergeleri arttigi ortaya
konmustur.(31-38-39)]. Pterjium dokusunun incelemesi sonucunda lenfosit, dentritik

hiicre,plazma hiicresi, mast hiicresi, CD4+ ve CD8+ T hiicre sayisinda ¢arpici artig
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izlenmistir. (31-38,39) Yapilan bazi arastirmalarda erken donemde pterjium gelisim
stirecinin tip I, III ve IV hipersensitivite reaksiyonlariyla iligkili oldugu ortaya konmus
ve pterjium dokularinda anormal  immiinglobulin  birikimleri  oldugu

gosterilmistir(41,42)

Pterjium patogenezi ile ilgili ortaya atilan ilk iddialardan biri Hill ve Maske
tarafindan dile getirilen pterjiumun kronik ve inflamatuar bir olay olduguna dair
hipotezdir (43). Bu hipoteze gore inflamatuar siire¢ hangi yolla gelisirse gelissin,
pterjium gelisimi ve biliylimesi inflamatuar mediatorlerle iliskilidir. Uzamig UV-B
maruziyetinde pterjium dokusunda TNF-a,IL-6, IL-8’de artis saptanmustir (44). UVB
maruziyeti sonrasinda IL-1 miktarinin da arttig1 ortaya onmus ve bdylece IL-1’in
pterjium dokusundaki diger inflamatuar mediatorlerin ve MMP’lerin upregulasyonuna

katki sagladig iddia edilmistir.(45)

Son bazi ¢alismalarda siklooksijenaz-2’nin (COX2) de pterjiumda asiri
iretildigi ve prostaglandin {iriinleri meydana getirerek inflamatuar siirecin daha da
alevenmesine yol actigi ortaya konmustur. (46) Ayrica, pterjium dokularinda
inflamasyon ve hiicresel farklilagma siirecinde gorev yapan sistatin C ve fosfolipaz D
seviyeleri artmustir (47,48) Pterjium dokusunun proliferatif siirecinde epitel ve
fibroblast biiylime faktorleri olan FGF-2 HB-EGF, EGF ve PDGF,
vaskiilarizasyonunda ise VEGF, IL-6, TNF-a, IL-8 ve FGF-2 gibi pro-anjiogenik

mediatorler gorev alir (49-51)

Arastirmacilardan biri  anti  anjiogenik  faktér  olarak  gorev
yapan trombospondin-1 ve endostatinin miktarinin azaldigi bildirilmis ve dolayisiyla
pterjium dokusunda vaskiilarizasyon artis1 gelistigini savunmaktadir(52,53). Pterjium
dokusunda Ets-1 transkripsiyon faktorii tizerinden yeni damar olusum asagida tabloda
gosterilmistir. (Tablo 1) (54)
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Tablo 1: inflamatuar mediatdrler ve biiyiime faktdrlerinin pterjium patogenezinde

stirecte rolleri

IL-1 Diger mediatorlerin uyarimi ve ekstraseliiler matriks modiilatorlerinin
diizenlenmesi
IL-8 Anjiyogenez, hiicre farklilasmasi, doku invazyonu, inflamasyon
TNF-a Anjiyogenez, hiicre farklilagsmasi, doku invazyonu, inflamasyon

HB-EGF Hiicre migrasyonu

VEGF Anjiyogenez

IL-17 Inflamasyon, fibrozis, anjiyogenez

IGFBP2 Hiicre proliferasyonu

COX2 Inflamasyon

Fosfolipaz D  Inflamasyon ve hiicre farklilasmas1

Sistatin C Ekstraseliiler matriks modiilatorlerinin diizenlenmesi

FGF Hiicre proliferasyonu

PDGF Hiicre proliferasyonu

TGF-p Hiicre proliferasyonu ve inflamasyon

IL-6 Anjiyogenez, hiicre farklilasmasi, doku invazyonu, inflamasyon

IL-17A eksprese eden CD4+ T yardimci 17 (Th17) hiicrelerin de fibrozis
gelisiminden gorev alabilecegi lizerine yapilan bazi ¢aligmalar mevcuttur.(55,56)
Pulmoner fibrozisteki fibrotik olaylarda gorev alan IL-17’ nin pterjium olgularinda da

artt1g1 iddia edilmistir.(57)

Histopatoloji

Pterjtumun histopatolojik yapisini arastiran bir ¢ok arastirmada pterjium
olusumu ve gelisim ile inflamatuar degisiklikler ve mast hiicreleri arasinda yakin bir
iliski saptanmustir. Elektron mikroskopu incelemelerinde pterjiumun cok katli, ileri
derecede diferansiye, prizmatik sekilli epitel hiicreleriyle kapli oldugu izlenmektedir .
Mast hiicreleri, kimyasal ve immiinolojik faktorlerden sonra inflamasyon ve doku
fibrozisinde énemli bir gérev almaktadir. (58-61) Elektron mikroskopik incelemede
fibroblastlarin sayica fazlalagtigi, aktif bir goriiniim sergiledikleri, preelastik ve

denatiire elastik liflerde belirgin artis, elastik liflerle birlikte kollajen liflerde de artig
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ve dejenerasyon tipik olarak saptanmistir. Pterjiumda fibroblastlar; cesitli faktorlere
bagli olarak, metabolik yonden hasara ugramakta, cogalmakta ve yogun bir sekilde
normal doku iskeletini degistirmis dejenere kollajen ve elastik lif sentezi olusmaktadir.
(62,63)

Impresyon sitolojisi ile yapilan calismalarda epitel hiicrelerinde, goblet hiicre
yogunlugunun artis1 ile devam eden skuamdz metaplazi izlenmistir. Hiicrelerde
uzama ve genisleme, nukleusta piknotik degisiklikler, bazi olgularda akantozis ve

diskeratozis oldugu izlenmistir .(64)

Pterjiumdaki kollajen ve elastik liflerdeki degisiklikler immiinohistokimyasal
boyalarla ortaya konmustur. Aktinik hasara ugramis ve sayica artmis fibroblastlardan
salgilanan yeni fibril prekiirsorlerin anormal matiirasyonu (elastodisplazi) ve bunlarin
sekonder dejenerasyonu (elastodistrofi) pterjiumun patolojik temelini meydana getirir.
(65) Limbal hiicrelerin dejenerasyonunu takiben kornea-skleral limbal bariyer
kaybolur ve kornea ic¢ine invazyon, konjonktival epitel hiicrelerinin goci
(konjonktivalizasyon) goriiliir. Bu siiregte FGF, PDGF, TGF- B, TNF- a, sitokinler,
MMP gibi bir¢ok etken rol alir ve bag dokuda yeniden diizenlenme ve anjiyogenez
olusur (66,67) Pterjium basindan Bowman membrani ve epitel bazal membrani arasina
fibroblastlar gb¢ eder ve korneal invazyon baslar. Bu siirecten dejenerasyona giden
limbal epitelyal bazal hiicrelerden sentezlenen vimentin sorumludur. Korneadaki
primer hasar Bowman membraninda olusan vezikiillerdir. Kornea stromasinin
yiizeyinde kist seklinde konjonktiva adaciklar1 (Fuchs adaciklar1) olabilmektedir ve
bunlar subepitelyal gri opasiteler seklinde pterjiumun Oniindeki korneada
izlenmektedir (68,69) Pterjium dokusu korneaya ilerleyerek Bowman membraninda
Stocker ¢izgisi meydana getirmekte ve yapilan incelemeler sonucunda Stocker
¢izgisinin hemosiderin depozitlerinden koken aldigi ortaya ¢ikmistir (70) Pterjium
dokusunda plazma hiicreleri yogun olarak saptanmistir. Kollajen fibrillerinden
meydana gelen genis elastoid bantlar izlenmistir. On segment anjiografisi yapilan bir
calismada pterjiumun anterior konjonktival dolasimdan beslendigi saptanmistir. (71-
73) 613199
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Klinik Bulgular

Cogu hasta herhangi bir yakinma gostermezken, polikliniklere gozlerde
kizariklik, batma, yanma hissi, fotofobi, diplopi, gorme aksini etkiledigi ve
astigmatizmaya da neden oldugu i¢in bulanik gérme sikayetleri ile bagvurmaktadirlar.
Yine hastalarn biiyiik bir kismin1 kozmetik olarak rahatsiz etmekte, kontakt lens

kullananlarda kullanim zorlugu ve kuru goz bulgularina neden olmaktadir.

Gorme ile ilgili sikayetler daha ileri evre pterjium vakalarinda izlenmektedir.
Gorme aksini orten pterjium olgularinda gérme keskinligi ve gbérme alani biiyiik
Olciide etkilenmistir. Daha baslangi¢ vakalarda 1sik sacilmasi, kontrast sensitive
bozuklugu, gece goérmede zorlanma gibi yakinmalar hastalar tarafindan dile

getirilmektedir (74)

Cok ileri ve niiks pterjium olgularinda subkonjonktival dokunun medial kantus
ve forniks bag dokusu ile siki baglantilar meydana getirmesi semblefarona neden
olmakta ve hatta bazi vakaladarda pterjium medial rektusa kadar uzanarak

adezyonlara, goz hareketlerinde kisitliliga ve diplopiye neden olmaktadir.

Astigmatizma derecesini belirleyen etkenler olarak pterjiumun biytikligi ve
invazyon derecesi, korneal elastisite, mekanik kuvvetlerin giicii ve korneanin bu
kuvvetlere kars1 direnci sayilabilir. Cogunlukla kurala uygun ve diizensiz
astigmatizma izlenmektedir. Bunun nedeni ise pterjiuma bagl horizontal planda
korneal diizlesme, dikey eksende ise diklestirici kontraktiir olusmasidir. Hastalarin
%46’sinda 0,5 D’den biiyiik, %13’linde ise 4,0 D ve daha biiyiik kurala uygun
astigmatizma oldugu saptanmistir. Yiiksek astigmatizma degerleri cerrahi endikasyon
olarak sayilir. Preoperatif astigmatizma ne kadar yiiksekse, postoperatif diizelme de o

kadar yiiksektir.(75,76)
Pterjiumda Klinik Siniflandirma

Pterjiumda klinik siniflandirma; lezyonun boyutuna, korneal invazyon
yapmasina, optik zon tutulumuna ve vaskiilarizasyonuna gore degerlendirilmistir.

Korneal invazyona gore yapilan siniflamada {i¢ tip pterjium isimlendirilmistir.
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Tip I pterjium

Kiiglik primer pterjium olmakla birlikte limbusta sonlanir, bazi
vakalarda minimal korneal invazyon yapmistir. Morfolojik olarak Tip 1 pterjiumun

ti¢ farkl1 tipi vardir.
Fibroz

Lezyon kiigiik ve beyaz renktedir ve bu tip lezyonlarda damarlanma ¢ok az

olarak izlenir.
Pinguekular

Bas kismi korneaya invaze degildir.. Govde kisminda yatay

damarlanma mevcuttur.
Klasik

Pterjium yapisinin tiim pargalari mevcuttur. Bas kismi korneaya invazedir (1-

2 mm) (Sekil 1)

Sekil 1: Tip 1 Pterjium(77)

Tip Il pterjium

Yaklasik 2-4 mm korneal invazyon mevcuttur. Optik zon tutulumu yoktur.
Govde kisminda yatay damarlanma mevcuttur. Primer ve niiks pterjiumlar olarak

seyredebilir. Hastalar irritatif sikayetler, net gorememe sikayeti ile klinige bagvururlar

(Sekil 2).
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Sekil 2: Tip 2 pterjium(78)

Tip 1 pterjium

Korneaya invazyon 4 mm ve daha fazladir,gérme kaybina neden olacak sekilde
optik zonu da kapatirlar (Sekil 3). Bu tip pterjiumlar primer ve niiks pterjiumlar olarak
klinige gelebilir. Horizontal rektus kaslarindan birinde adezyon yaparak hareket

kisitliligina neden olur. Fornikslerde adezyona neden olursa semblefarona meydana
gelir (80-83)

Sekil 3: Tip 3 pterjium(79)

22



Pterjium Gelisimi Siniflandirmasi

Pterjium gelisimi siniflandirmasi yerlesim yerine ve boyutuna gore bes evre

olarak isimlendirilmistir.
Evre |

Bu evrede belirgin bir lezyon izlenmemektedir. irritasyona bagli konjonktivit
olarak klinikte karistirilabilir. Konjonktival damarlarin ¢ap1 ve sayist ola fazladir.

Hastalar kuru goz belirti ve semptomlari ile bagvururlar.
Evre Il

Burada belirgin lezyon mevcuttur. Pinguekula ve pterjium evresi olarak kabul
edilir. Anormal vaskiilarizasyon ve inflamasyon hakimdir. Hastalar yabanci cisim hissi

ve yanma, kasinma gibi sikayetler ile bagvururlar.
Evre 111

Burada pterjium bast limbustadir, veya korneaya minimal invazyon
baslamistir. Limbal pterjium olarak kabul edilir. Anormal vaskiilarizasyon ve

fibroproliferasyon hakimdir. Hastalar evre II’de olan ayn1 sikayetler ile bagvururlar.
Evre IV

Burada 2 mm veya iizerinde korneal invazyon saptanir. Korneal pterjium
olarak kabul edilir. Yogun vaskiilarizasyon vardir ve dejeneratif siire¢ baslamistir.
Graniilasyon dokusu Bowman membrani ile kornea epiteli arasina kadar ilerlemistir.
Stocker ¢izgisi bu evrede goriilebilir, ayrica korneal 6dem ve dellen keratopatisi de
izlenebilir. Inflamasyon nedeniyle veya korneada sinir uglarina etki ettigi i¢in agr1 hissi

de eslik edebilir.
Evre V

Birlesik pterjium olarak kabul edilir. Bilateral pterjiumlarda, kimyasal
maddelere maruz kalma ve travma sonrasi veya niiks pterjiumlarda, hizli progresyon
sonucu goriilmektedir. Astigmatizmaya bagli gorme bozukluklar1 daha g¢oktur,

hastalarin sikayetleri daha ciddi ve daha sik olmaktadir.(83)
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Tedavi

Tedavide Oncelikli olarak konservatif yaklasimlar ile hareket edilir. Ancak
gorme keskinligi azalmasi, goérme eksenine dogru biiylime, topikal ilaclarla
giderilemeyen rahatsizlik hissi, okiiler hareket bozuklugu gelismis ise cerrahi tedavi
gerekir. Niiks pterjium vakalarimin sikligr yiiksek olup daha agresif gidisat
gostermektedir. Dolayisiyla cerrahi 6ncesi primer eksizyon i¢in gerekli endikasyonlar
mutlaka iyice gdzden gegirilip ona gore karar verilmelidir. (87) UV maruziyeti igin
gozliik camlar1 ve lens kaplamalar1 6nerilmektedir Tropikal bolgelerde yasayanlar igin
UV — 400 filtreli ve antirefle kaplamali orta gri lensler, ¢6l ikliminde yasayanlar i¢in
ise UV filtreli, kahverengi lensleri kullanmalar1 uygundur. Egzoz gazlar, riizgér, toz,
sigara dumani, yiizme havuzu suyunda bulunan klor gibi kimyasallar, kuru hava gibi
diger cevresel faktorlerin kronik maruziyetinden Onlenmelidir. G6z yasi film
tabakasindaki patolojiler ile pterjium bulgular1 arasinda iliski saptanmistir.
Gerekiyorsa suni géz yasi veya siklosporin kullanimi ile okiiler yiizeyin hidrasyonu
saglanmalidir. Pterjium patolojisinde okiiler yiizey inflamasyonu bir neden olarak
gosterilmigtir  ve  irritanlara  kronik maruziyet inflamasyonu daha da

alevlendirmektedir.

Non-streoid antiinflamatuar ilaglar: Diklofenak sodyum, ketorolak,
indometazin igeren ilaglarin kisa siireli olarak uygulanmasi pterjium medikal

tedavisinde Onerilmektedir.

Topikal steroid damlalar:deksametazon fosfat, florometalon asetat,,

loteprednol etabonat i¢eren ilaglarin kullanimi uygundur.

Topikal dekonjestan damlalar: Nafazolin ve tetrahidrazolin igeren damlalar
vazokonstriiksiyon yoluyla ve vaskiiler yapilar1 inhibe ederek fayda saglarlar.

(86,88,89)

Pterjiumda ana tedavi cerrahidir. Cerrahinin amaci ise pterjium dokusunun
okiiler yiizeyden tamamen temizlenmesi ve buna bagli optik ve kozmetik problemlerin
giderilmesidir.  Cerrahin  tecriibesine, pterjiumun yapisina gore  cesitli
yontemler  uygulanabilir. Yeni yontemlerin gelistirilmesi adma yapilan

arastirmalarin amaci niiks oranlarinin yiiksek olmasidir (85,86)
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Pterjium dokusu ¢ikarildiktan sonra geride kalan skarin ne boyutta ve ne
derinlikte olacagi &nceden tahmin edilemeyebilir. Ozellikle derine penetre olmus
pterjiumlarda rezidiiel skarin gérme keskinligini azaltma olasiligi daha yiiksektir.
Dolayisiyla pterjium dokusunun kornea merkezine ilerlemesini beklemeden eksizyon
yapilmasi, rezidii kornea skarmmin goérme keskinligini etkileme olasiligint da
azaltacaktir. Eksizyon sonrasi gelisen skar diizensiz astigmatizmaya neden olursa veya

gorme keskinligini etkilediginde excimer lazer ile tedavi edilebilir. (90)

Pterjiumda yapilacak cerrahi hastadan hastaya degisebilir. Diisiik grade
pterjiumlarda basit eksizyon secilebilirken, daha yiiksek grade vakalarda ve niiks
pterjiumlarda bariyer cerrahileri tercih edilen tekniklerdir. Bariyer cerrahisinde hedef
limbus bolgesinde biyolojik ya da mekanik bir bariyer meydana getirerek niiks oranini
diistirmektir. Segilecek tiim yontemlerde pterjiumun eksize edilmesi genel olarak
benzerdir. Skleranin kapatilmasinda tercih edilen teknikler farkli olabilir. Sklera
kapatilirken primer konjonktival kapama,konjonktival otogreft, amniyotik membran
transplantasyonu, lameller ve penetran keratoplasti,konjonktival rotasyon
flepleri,limbal  konjonktival otogreft, kiiltire edilmis konjonktival epitel

transplantasyonu ve miikz membran grefti uygulanmaktadir. (84,86,87,91)
Acik Sklera Teknigi

Bu yontem pterjium eksize edildikten sonra konjonktivanin, skleral alan acik
birakilarak skleraya siitiire edilmesidir. Fakat niikslerin % 14-82 arasinda goriilmesi
daha sonraki ¢aligsmalarda bu cerrahiye ek adjuvan tedaviyi ya da yeni tekniklerin

kullanilmasini zorunlu hale getirmistir.(92,94-96)
Basit Konjonktival Kapama

Bu yontemde pterjium dokusu ¢ikarildiktan sonra konjonktiva sklera agikligi
kalmayacak sekilde stitiire edilir. Ancak ¢ok yliksek niiks oranlar1 nedeniyle bu yontem

giiniimiizde terk edilmistir(92,93)
Konjonktival Otogreft

Pterjium eksize edildikten sonra {ist temporal alanda agikta kalan skleral bolge

kadar biiyiikliikte konjonktiva kalem yardimi ile boyanir ve bu alana subkonjonktival
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anestezik ilag enjeksiyonu uygulanir. Bu teknik, konjonktiva diseksiyonuna yardimci
olur. Sonrasinda tenon dokusu alinmadan sadece konjonktiva alinir. Skleral alani
kapatacak boyutlardan 1 mm daha biiyiik kesilerek hazirlanan serbest konjonktival
greft pterjium eksizyonu olan alanin iistiine getirilir, limbus limbusa gelecek sekilde
kars1 karsiya , 8/0 vikril ile siitiire edilir (97,98). Bazi1 vakalarda konjonktival otogreftin
stitiirasyonu yapilmaz, doku fibrin yapistiricilar ile yapistirilir. Fibrin yapistiricist
kullanmanin avantajlar1 kullanim kolaylig1, postoperatif agri, yanma, batma, sulanma
ve yabanci cisim hissi gibi semptomlarda azalmanin belirgin olmasive operasyonun

daha kisa siirede bitirilmesidir (99-101)
Konjonktiva-limbal Otogreft

Bu teknikte uygun biiytikliikte konjonktiva {ist temporal bolgeden alinir, limbal
bolge 2-3 saat kadram1 uzunlugunda ve limbusu 0.5 mm gegecek sekilde diseke
edilerek eksize edilir. Serbest greftin limbal boliimii pterjium bolgesinin limbal

boliimiine yaklastirilir, siitiire edilir veya yapistirilir (102)
Amniyotik Zar Transplantasyonu (AZT)

Bu teknikte pterjium dokusu eksize edilir, subkonjonktival fibrozis biitiiniiyle
cikarilir , tist ve alt forniks ile karunkiildeki konjonktiva kenarina enflamasyonu
oranini diistirmek ve niiksii azaltmak i¢in 'subkonjonktival
triamcinolone’ yapilir.(103) Amniyotik zar ile konjonktiva episkleradan 8.0 ile
primer siitire edilir. Ancak AZT vyapilan vakalarda niiks yiiksek oranda
izlenmektedir(104-106)

Konjonktival Flep Kaydirmasi

Pterjium dokusu eksize edildikten sonra kalan defekt bolge iist veya

alt konjonktivadan kesilen flebin kaydirilmast ile siitiire edilir.(107)
Lameller ve Penetran Keratoplasti

Lameller keratoplasti, pterjium cerrahisinde ileri evre pterjiumlarda akla
gelmelidir.. Bu teknik ile doku replasmani yapilmakta ve bariyer meydana

getirilmektedir. En sik tercih edilen greftler, sirkiiller ve periferik yarim ay ve
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greftlerdir.. Trepan yardimi ile trepanasyonun ardindan keratektomi yapilir ve
keratektomi alanindan hafif biyiik greft ipek siitiirle fikse edilir ve konjonktiva da
siitiire edilir.(108). Penetran keratoplasti gérmeyi azaltan skar dokusu ve incelmenin

yogun oldugu ya da perfore olan olgularda giindeme gelir(93)
Adjuvan Tedavi

Pterjiumda niiksii 6nlemek igin cerrahi tedavilerle birlikte adjuvan tedaviler de

kullanilabilir.
Mitomisin C

Mitomisin C hiicrede DNA sentezini bloke eder. Mitozu ve hiicre bdliinmesini
durdurur. Bu teknik subkonjonktival doku proliferasyonu ve fibrozisle sonuglanan

fibroblastik aktiviteyi inhibe etmek amaciyla uygulanmaktadir.

Intraoperatif mitomisin C uygulama, pterjium eksize edildikten sonra agikta
kalan skleral bolgeye, %0.01- %0.05 arasindaki diliisyonda mitomisin damlatilmig

slinger pargalar1 3-5 dakika arasinda bekletilir ve cerrahiye devam edilir.

Postoperatif mitomisin C uygulama, vaka sonrasinda %0.01- %0.05
konsantrasyonda diliie edilerek damla formuna getirilen mitomisin C, farkli tedavi
protokollerine gore giinde 2 ya da 4 kez, 5 ile 14 giin arasinda goze uygulanir.
Mitomisin C kullanilan pterjium eksizyonlarinda niiks, %0 lara kadar diiserken,

ozellikle ¢iplak sklera yontemi ile uygulandiginda %40°lara ulasmaktadir (109-112)
Thiotepa (Triethylene thiophosphoramide)

Nitrojen mustardin analogu olan alkilleyici bir maddedir. Hizli ¢ogalan
dokularda mitozu durdurur. Pterjium eksize edildikten sonra %0,05’lik
konsantrasyondaki damladan giinde 4 kez, 6-8 hafta uygulanir. Bu tedaviden sonra
saptanan niiks oranlar1 en yiiksek %28 en diisiik %0 olarak bildirilmistir (113,114).
Thiotepa, lokal irritasyonlar ve alerjik reaksiyonla birlikte géz kapaklarinda siyah
pigment birikimlerine ve cildin hiperpigmentasyonuna neden oldugu i¢in giiniimiizde
terkedilmistir. Bu ilagla sklera perforasyonu gibi ¢ok ciddi komplikasyonlar da
saptanmistir (115)
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5-Florourasil

Timidilat sentetazi inhibe ederek fibroblast proliferasyonunu bloke eder.
Pterjium eksizyonundan sonra - 25 mg/ml’lik diliisyonda, siinger pargalarina emdirilir
ve 3-5 dakika c¢iplak sklera iizerinde uygulanir. Bazi yayinlarda %211-%25

arasinda niiks oranlar1 bildirilmistir (116,117)
Pterjium Cerrahisinin Komplikasyonlari
Peroperatif komplikasyonlar

Pterjium basmin diseksiyonu sirasinda ¢ok derin keratektomi uygulanirsa
kornea ve skleral incelme,asir1 koterizasyon, konjonktival otogreftin epitelyal yiiziiniin
altta kalacak sekilde ters donmesi, i¢ rektus laserasyonu gibi komplikasyonlar

meydana gelebilir.
Postoperatif donemde

En sik ve 6nemli komplikasyon niikstiir. Haricinde greftte delik, greft altinda
hemoraji, konjonktival greftte 6dem, dellen iilseri , tenon graniillomu, greftin

retraksiyonu ve nekrozu, astigmatizma, epitelyal inkliizyon kisti goriilebilir (92)

TREHALOZ

Trehaloz, iki glikoz molekiiliiniin 1,1-glikozidik bir bagla birbirine baglandigi
indirgeyici olmayan bir disakkarittir. Canli organizmalardan izole edilmis ve
biyosentezlenmistir. Bu dogal olarak olusan disakkarit, biyolojik diinyada
yaygindir. Bitkiler aleminin alt siralarinda trehalozun varligt uzun yillardir
bilinmektedir,. Trehaloz, sporlarda, meyve govdelerinde ve vejetatif hiicrelerde
meydana gelir, maya ve mantarlarda oldukca yaygindir. Ornegin, Dictyostelium
mucoroides sporlar1 ve makrokistlerinin kuru agirlik bazinda %7 kadar trehaloz

icerdigi rapor edilmistir.

Trehaloz seviyeleri, biiylime asamasina, organizmanin veya hiicrenin beslenme
durumuna ve cevresel kosullara bagli olarak belirli hiicrelerde biiyiik Olgiide
degisebilir. Boceklerde, trehaloz hemolimf ve gdgiis kaslarinda dnemli bir sekerdir ve

ucus sirasinda tiiketilir. Bu tiir organizmalarda seker deposu olarak islev goriir.
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Anhidrobiyotik organizmalar genellikle yliksek konsantrasyonlarda trehaloz
(ve bazen diger disakkaritler ve oligosakkaritler) igerir. Boylece nematod Aphelenchus
avenae'nin yavasga dehidre edildiginde kuru agirhigmin %20'si kadarmi trehaloza
dontistiirdiigii gosterir. Bu organizmanin ve digerlerinin su yoklugunda hayatta kalma
yetenegi, trehaloz sentezi ile giiclii bir korelasyon gostermistir. Trehaloz goriildiigii

gibi biyolojik diinyada canlilar1 dehidrate durumlardan korur.

Dehidrasyon sirasinda lipit ¢ift tabakalarinin stabilizasyonunu bozmak i¢in iki
ana stres, flizyon ve lipit faz gecisleridir. Lazer 15181 sacilimi veya diger tekniklerle
yapilan arastirmalar, trehaloz ve diger sekerlerin dehidratasyon sirasinda vezikiiller
arasindaki fiizyonu engelledigini, ancak tek basina fiizyonun engellenmesinin kuru
vezikiilleri korumak i¢in yeterli olmadigimi gostermektedir. Dolayisiyla, faz
gecislerini dnlemek igin trehaloz da gereklidir. Trehalozun diger bir rold, hiicreleri

oksijen radikallerine kars1 korumaktir.

Mikobakterilerde ve korinebakterilerde, trehaloz, bir dizi hiicre duvari
glikolipidinin temel bilesenidir. Bu trehaloz lipidlerinin en iyi bilineni ve en ¢ok
caligilani, M. tuberculosis'in bir hiicre duvari lipidi olan ve trehaloz-dimikolat verecek
sekilde her bir glikozun 6-hidroksil grubuna esterlenmis yag asidi mikolik asidi

iceren kord faktoriidiir.(139)

Takashi Kudo ve ark.(140) yaptig1 bir ¢alismada trehalozun malign melanom
hiicre bilyiimesi iizerindeki inhibitdr etkileri incelenmistir. Insan malign melanom
hiicrelerini trehaloz (kontrol/%2,5/%5,0/%7,5/%10,0) iceren bir ortamda Kkiiltiire
edilid ve biiytime aktivitelerini degerlendirmek i¢in hiicre sagkalim deneyi (MTT)
kullanildi. Daha sonra, F334/NJcl-rmu/rmu siganlarinda subkonjonktival olarak
asilanmis melanom hiicrelerine topikal olarak trehaloz damlatildi, ardindan timor
biiyiimesinin histopatolojik bir degerlendirmesi yapildi. Akis sitometrisini kullanarak,
trehaloz tedavisinden sonra kiiltiirlenmis melanom hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin
dagilimini, apoptotik hiicrelerin oranini ve hiicre dongiisii ile ilgili hiicre i¢i faktorleri
karsilastirildi. MTT ¢alismasi, kiiltiir ortamindaki trehaloz konsantrasyonlarinin =
%5'inin - melanom  hiicrelerinin  ¢ogalmasimi1  O6nemli dlglide  engelledigini

gosterdi. Subkonjonktival olarak asilanmis melanom hiicre kitleleri, kontrollere

kiyasla trehaloz uygulanan gozlerde onemli dlgiide daha kiiciiktii. Akis sitometrisi
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analizleri, trehaloz gruplarinin hiicre kiiltiiriinde artan G2/M faz hiicreleri ve apoptotik
hiicre oranlarina sahip oldugunu gostermistir. Bu hiicreler ayrica hiicre dongiisti inhibe

edici faktorlerin artan ifadelerini sergiledi.
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GEREC VE YONTEM

1. Cahsmaya dahil edilecek hastalarin belirlenmesi ve 6rnek toplanmasi

Calismaya Haziran 2021- Kasim 2022 Pamukkale Universitesi Hastanesi Goz
Poliklinigine batma,yanma gézde yabanci cisim hissi ve gormede azalma sikayeti olan
ve yapilan biomikroskopik muayenede evre 1-2-3 pterjium saptanan 3 erkek ve 3
bayan hasta dahil edildi. Hastalar ¢alisma konusunda bilgilendirilerek kendilerinden
isleme dair ve doku 6rneklerinin ¢aligmaya dahil edilmesine izin verdiklerine dair riza
onam belgeleri alindi. Ameliyatlar topikal (Alcaine®) ve subkonjonktival (Jetokain®)
lokal anestezi kombinasyonu altinda yapildi. Aseptik kosullarda goz kapak spekulumu
uygulanmasini takiben yaklagik 0.2 ml'lik lokal anestezik ila¢ pterjium dokusu igine
enjekte edilip 15 numara bistiiri ile pterjium basi korneadan ayrildiktan sonra limbus
hizasindan konjonktiva makasi ile pterjium altma girilerek alttaki tenonla birlikte
skleradan serbestlestirilip doku eksize edildi. Konjonktival greft ayni gbziin {ist
temporal bulber konjonktival bdlgesinden subkonjonktival lokal anestezik
uygulayarak forniks tarafindan baslanilarak makas yardimiyla olabildigince ince ve
tenondan arindirilmis olarak limbusun yaklasik 2 mm gerisini i¢ine alacak sekilde
diseke edildi. Greftin alindig1 bolge siitiir konmayarak sekonder yara iyilesmesine
birakildi. Alinmis olan greft epitelyal yiizii tiste gelecek sekilde ve limbal kisma uyan
kismi limbusa gelecek sekilde nazaldaki skleral bosluga yerlestirilerek 8/0 vikril
stitiirle tek tek konjonktivaya siiture edildi. Hastalardan alinan pterjium dokusu ve bu
doku yerine yerlestirilen yine ayn1 hastanin konjonktivasindan alinan greftin agikta
kalan skleral bolgeye uyacak sekilde sekillendirilmesi sonrasinda kesilen normal
konjonktival doku &rnekleri steril fosfat tamponlu salin(PBS) soliisyonuna alinarak

primer hiicre kiiltlirasyonu ¢aligmalarina gecildi.
2. Primer Pterjium ve Konjonktival dokularindan primer hiicre Kiiltiirii

Calisma kapsaminda belirlenen 3 erkek ve 3 bayan hastalardan elde edilen
pterjlum ve normal konjonktival dokular1 steril hiicre kiiltiirii kabininde
homojenizasyon soliisyonunda( 1:1 oranda 0,25 Tripsin/EDTA ve HBSS(Hanks’
Balanced Salt solution)) , bistiiri yardimi ile cam petri igerisinde parcalandi. Elde

edilen homojenat 15 ml’lik falkona alindiktan sonra 1000x rpm ‘de santrifiij edildi.
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Supernatan uzaklastildiktan sonra hiicrelerin bulundugu pelet (%10 FBS,
%1penisilin/streptomisin igeren DMEM/F12 besiyerinde(Capricorn) T25 flasklara
ekimi gergeklestirildi. Hiicrelerin kiiltiirasyonu 37-C'de %5 CO.ve %95 nemli ortamda
gergeklestirildi. Kiiltiirasyon boyunca homojenize hiicre oérneklerinin flask yiizeyine
tutunma ve ¢ogalma durumlar1 giinliik kontrol edildi. Hiicrelerin flask ylizeyine

tutunmalar1 ile hiicrelerin besiyerleri diizenli olarak degistirildi.

3. Primer Pterjium ve Konjonktival hiicrelerinin mitomisin C ve trehaloz

ile muamele edilmesi ve IC50 dozlariin belirlenmesi.

%10 FBS igeren DMEM/F12 besiyerinde(Capricorn) T25 flasklarda kiiltiire
edilen pterjium ve konjonktival hiicreleri hiicre popiilasyonunun %50’sini 6ldiiren
mitomisin ve trehaloz dozlarmi(IC50 degerlerini) belirlemek i¢in hiicreler 96
kuyucuklu plaklara 10000 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Ve son besiyeri miktari
100 pl’ye tamamlandi. Ardindan bir giin tutunmalar1 i¢in inkiibe edildi. Ve ertesi glinii
hiicrelerin besiyerleri degistirilerek literatiirdeki bilgilerden yola ¢ikarak belirlenen
trehaloz(100, 200, 400, 600 mM) ve mitomisin C(0,5, 1, 2,5,5,10 ve 20 ul) muamelesi
gergeklestirildi ve 48 saat boyunca 37:C'de %5 CO.ve %95 nemli ortamda inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler MTT protokolii ROCHE) uygulanarak 560 nm
dalga boyunda Promega marka Glomax Multi detection sistem cihazi ile kantitatif

olarak hiicrelerin sagkalim durumlariin 6l¢iimii gerceklestirildi.

4. Primer Pterjium ve Konjonktiva hiicrelerinin mitomisin C ve trehaloz

muamelesi sonrasi hiicrelerden total RNA izolasyonu

IC50 dozlart belirlenen pterjium ve konjonktiva hiicreleri total RNA
profillerindeki(transkriptomik) degisimi analiz etmek amaciyla hiicreler T25 Flasklara
5x10s/ml olacak sekilde ekimleri gergeklestirildi. Hiicreler bir giin sonra besiyerleri
degistirilerek besiyeri ortaminda IC50 dozlarinda mitomisin C ve trehaloz bulunan
yeni besiyerleri ile 48 saat 37.C'de %5 CO. ve %95 nemli ortamda inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicreler %0,25 Tripsin/EDTA soliisyonu ile birlikte
tripsinasyon isleminin ardindan 15 ml’lik falkonlarda 5 ml besiyeri ile toplandi.
Ardindan 1000 xq hizinda 5 dk santrifiijleme isleminin ardindan hiicreler 500
pltrizol(RiboEx, Geneall) ile muamelenin ardindan Geneall marka Hybrid-R total

RNA izolasyon kiti araciligiyla ilag muamele edilmeyen kontrol ve trehaloz,
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mitomisin C uygulanan pterjium ve konjonktiva hiicrelerinin total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Kit protokolii dogrultusunda gergeklestirilen islem basamaklar
asagida belirtilmistir;

e Trizol eklenen 6rnekler oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

e Uzerine 100 pl kloroform eklendi ve vorteks edilerek 2 dk inkiibasyona
birakildu.

e 12000xq’de 15 dk +4-C’de santrifiij edildikten sonra 6rneklerde olusan en
tistteki seffaf faz yeni 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi.

e Seffaf fazin miktar1 ile ayn1 hacimde RB1 soliisyonu eklendi. Vorteks yapildi.

o Ornekler mini kolona aktarildi ve maksimum hizda 30 saniye santrifiij edildi.

e Ardindan 500 pul SW1 soliisyonu eklendi ve ayni hizda 30 saniye santrifiij
edildi.

o Siiziintii kisim atilarak kolona 500 pl hacimde RNW soliisyonu eklendi. Ve 30
saniye maksimum hizda santrifiij edildi.

e Ardindan siiziintii uzaklastirildi ve total RNA 6rneklerinin baghi bulundugu
mini kolonlar yeni toplama tiiplerine alinarak kolonlardaki soliisyon
kalintilarin1 uzaklagtirmak amaciyla maksimum hizda 1 dk oda sicakliginda
santrifiij edildi.

e Ardindan kolonlar yeni 1,5 ml’lik ependorflara alinarak 50 plultrapurentikleaz-
free su kolonlara eklendi ve ayni santrifiij isleminin ardindan total RNA
ornekleri sonraki iglem basamaklar i¢in 1,5’1ik ependorf tiiplerde -80-C’de

saklandi.
5. mRNA mikrodizin ve sonuclarin analizi edilmesi

Total RNA ornekleri elde edildikten sonra toplam 6 hastadan(3 erkek, 3 kadin)
2’sine ait (1 erkek,1 Kadin) asagida tablo 2°de gruplandirma ve karsilastirma gruplari
olarak bahsedilen total RNA ornekleri Makrogen(Giiney kore) firmasindan hizmet

alimi gerceklestirilerek drneklerin mikrodizin deneyleri gerceklestirilmistir.
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Tablo 2: Ornek gruplar

1. Ornek = Hasta(H)-Erkek(E)1 konjonktival
2. Ornek = H-E1 konjonktival + trehaloz 1C50
3. Ornek = H-E1 Pterjium

4. Ornek = H-E1 Pterjium mito C

5. Ornek = H-E1 Pterjium trehaloz 1C50

6. Ornek = H-Kadin(K)1 konjonktival

7. Ornek = H-K1 Pterjium

8. Ornek = H-K1 Pterjium trehaloz 1C50

Calisma kapsaminda Total RNA o6rneklerinin ND-1000 spektrofotometre
(NanoDrop, Gliney Kore) ve Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, ABD)
cihazlan ile saflik ve kalitesi Olgiildii. Totalde 8 6rnek mRNA mikrodizin analizine
dahil edildi. Hlumina HT-12 v4.0 platformu kullanilarak direkt hibridizasyon yontemi
ile mRNA mikrodizin islemi gerceklestirildi. RNA o6rnekleri ¢ip iizerine hibridize
edilmeden Once c¢ogaltildi ve biotin ile isaretlendi. Hibridizasyon sonrast Cy3-
streptavidin ile isaretleme yapildi ve ¢ip goriintiilendi. Illumina HT-12 v4.0 platformu
iyl tamimlanmis genler, gen adaylar1 ve splays varyantlarmni igermektedir ve
transkriptomun biiyiik bir kismin1 saptayabilmektedir. Her bir mikrodizin sisteminde
47 bin adet prob bulunmaktadir. Problar NCBI RefSeqRelease38 igerigine gore dizayn
edilmistir. Problar 50-mer uzunlugunda olup artmis bir secicilik ve hassasliga sahiptir.
Mikrodizin sonucu elde edilen verilen drnekler arasinda kat degisimi seklinde analiz

edildi. Gruplar arasinda korelasyon analizi ve kiime analizleri yapildi.

Elde edilen mRNA mikrodizin sonuglart Gen ontoloji (GO) ve KEGG Yolak
analizleri ile analiz edildi. Gen Ontoloji (GO) Analizi: Farkli ekspresyon gosteren
mRNA’larin rol aldig1 hiicresel, biyolojik ve molekiiler agidan fonksiyonel genleri ve

gen gruplarint ortaya koymak amaciyla yapildi. Her bir analiz i¢in kontrol ve hedef
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grup karsilastirmast yapilarak en belirgin farklilik gosteren hiicresel siiregler
belirlendi. Tiim analizlerin degerlendirmesinde p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.

Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi(KEGG{KyoyoEncylopedia of
GenesandGenomes}) Yolak Analizi: Ekspresyon farkliligi gosteren mRNA’larin
birbirleri ile olan iliski agin1 ve hiicre metabolizmasi hakkinda bilgi vermek i¢in de
KEGG yolak analizi gergeklestirildi. Her bir analiz i¢in kontrol ve hedef grup
karsilagtirmas1 yapilarak yolaklarda en yogun degme noktasi farklilifi gosteren

yolaklar belirlendi. Tiim analizlerin degerlendirmesinde p<0.05 degeri anlamli olarak
kabul edildi.

6. Total RNA érneklerinden cDNA sentez reaksiyonu

Total RNA oOrneklerinden yapilan mikrodizin analizlerinin ardindan yapilan
analizlerin sonucunda belirlenen genlerin ifadelerindeki degisim es-zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu(Real-time PCR) ile valide edilmeden 6nce cDNA’ya ¢evrildi. RNA
orneklerini cDNA’ya dosiimiinii gergeklestirmek icin ABM marka OneScript® Plus
cDNA sentezkit(ABM, cat.,no; G236) araciligiyla gerceklestirildi.

cDNA doniisiim reaksiyonu kosullari tablo 3 de gosterilmistir

Tablo 3: cDNA doniisiim reaksiyonu kosullart

Bilesen Hacim
5X RT soliisyonu 4 pl
dNTP 1l
Primer 1 ul
OneScript® Plus RTase 1 pl
Total RNA (1 pg) 2-4 ul
dH.O 11-9 ul

200 pl’1ikPCR tiiplerine hazirlanan cDNA karisimlari PCR cihazinda;

55:C’de 15 dk, 85:C’de 5 dk sekilde reaksiyona tabi tutuldu. cDNA’ya doniisen
ornekler -20C’de saklandi.
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7. Total RNA orneklerinden Kantitatif Es-zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu ile ekspresyon analizleri

Trehaloz ve mitomisin C ile muamele edilen pterjium ve konjonktival
hiicrelerindeki ifadeleri degisen genler, nRNA mikrodizin analizleri ile belirlendikten
sonra validasyon amaciyla ifadelerindeki degisim ¢alismaya dahil edilen 3 kadin ve 3
erkek hastaya ait pterjium ve konjonktival hiicrelerinin kontrol, trehaloz ve mitomisin
IC50 dozlar1 ile muamele edilmis gruplarinda ifadeleri degisen mRNA’larin
degisimleri es-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile analiz edildi. Reaksiyon Biorad
CFX96 cihazinda ITaq Universal SybrGreen soliisyonu protokolii dogrultusunda
gerceklestirildi. Gruplar arasinda genlerin ifadelerindeki kat degisimi igin yapilan

analizlerde B-aktin geni i¢ kontrol geni olarak kullanildi.
Reaksiyon bilesenleri tablo 4 de gosterilmistir.
Tablo:4: Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Hacim

SybrGreen soliisyonu 5 pl

Ileri primer(F) 0,5ul
Geri Primer (R) 0,5 ul
dH.O 3ul
cDNA miktar 1 ul
Toplam 10 pl

Reaksiyon dongiisii asagidaki tablo 5’de reaksiyon kosullarinda her ornek igin 3

tekrarl olarak gergeklestirildi.
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Tablo 5: Reaksiyon kosullari;

Sicaklik = Siire Dongii
95:C 30 saniye 1 dongii

95:C 5 saniye
40 dongi
60-C 30 saniye

8. istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki karsilagtirmali analizler i¢cin GraphpadPrism 8.0.1 ve SPSS
22.0 programlar1 kullanilarak Onewayanova, paired ve unpaired Student t-testleri
uygulanarak gergeklestirildi. P degerlerinin anlamlilik seviyeleri; *p < 0.05, **p <
0.01, ***p< 0.001, ve ****p <(0.0001 olarak belirlendi. Es-zamanli PCR sonuglarini
analizleri gerceklestirilirken log[2««:formiilii kullanilarak incelenen genler arasindaki

kat degisimi analiz edildi.
9. Etik Kurul Onay1

Calismamiz icin Pamukkale Universitesi  Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’na bagvurulmus ve etik agidan sakinca olmadigina dair onay
alinmigtir. Sonrasinda hastalar ¢alisma konusunda bilgilendirilerek kendilerinden
isleme dair ve doku Orneklerinin ¢caligmaya dahil edilmesine izin verdiklerine dair riza

onam belgeleri alindi.
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BULGULAR

1. Hastalardan alinan pterjium ve konjonktival dokularin hiicre

kiiltiirasyonunun optimizasyon bulgulari

6 hastadan alinan pterjium ve normal konjonktivaya ait dokular optimize ortam
kosullarinda kiiltiire edildi. Asagidaki sekil 4’ deki gorsel kiiltiir sirasinda 3,6 ve 9.

giinlere ait pterjium ve konjonktiva hiicre kiiltiiriine ait gorsellerdir.

Konjonktiva

3. gln 6. glin 9. gln

Sekil 4: Pterjium ve Konjonktival dokularin kiiltiirasyon asamalarindaki 3,6 ve 9.

Glin gorselleri

2. Pterjium ve konjonktival dokularin Trehaloz Ve Mitomisin C icin IC50

dozlarmin belirlenmesine ait Bulgular

Yapilan hiicre sagkalim deneyleri (MTT) sonucunda Trehaloz verilen pterjium
ve konjonktival hiicrelerde elde edilen absorbans degerleri tablo 6 ve sekil 5° de

gosterilmigtir
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Tablo 6: Trehaloz i¢in kadin ve erkek hastadaki doz bagimli absorbans degerleri

H-K1 H-E1
TREHALO PTERJIU KONJONKTIV PTERJIU KONJONKTIV

Z M AL M AL
Kontrol 0,54 055 0,596 0,6 052 051 0,724 0,66
8 5
100 mM 041 041 0,483 0,479 0,49 0,47 0,6 0,623
7 9 8 8
200 mM 0,38 0,38 04 0,45 0,37 0,38 0,504 0,534
8 6 5
400 mM 03 031 0,3 0,36 025 03 047 0,45
4
600 mM 0,16 0,19 0,288 0,28 0,17 0,19 0,361 0,3
9 7 8

= HE1*™= Pterjium
= H-Ele Konjonktiva

— H-Klme Konjonktiva

Hicresel proliferasyon
(kontrole kiyasla %)

25+

L) L) )
0 200 400 600
Trehaloz[mM]

Sekil 5: Trehalozun pterjium ve konjonktival dokudaki absorbans grafigi

Elde edilen absorbans degerlerine bagl olarak yapilan normalizasyon ve Non-
lineer Regresyon analizleri sonucunda hesaplanan 1C50 degerleri ve giiven

skorlari(R2) degerleri tablo 7 ve sekil 6’da verilmistir:
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Tablo 7: Trehalozun erkek ve kadin hasta pterjium ve konjonktiva dokularindaki
IC50 diizeyi ve Giiven skoru(R2)

TREHALOZ H-E1 H-E1 H-K1 H-K1
PTERJIUM KONJONKTIiVAL PTERJiUM KONJONKTIiVAL
1C50 418,3 610,9 396,3 572
R 0,9796 0,9347 0,9543 0,9855
SQUARED
Esoo- e == Pterjium
_.E_ - #= Konjonktiva
; 400+
©
-,-5: 200
2 "

H-K1 H-E1

Hasta

Sekil 6: Trehaloz icin Pterjium ve Konjonktival Dokuda IC50 degerleri

Trehaloz ve mitomisin C i¢in hesaplanan IC50 degerleri H-K1 ve H-E1l
hastalarindan elde edilen pterjium ve konjonktiva degerleri kendi iglerinde
OnewayAnova testi gerceklestirilerek hesaplanmistir. Sonug olarak, H-K1 nolu
hastada normal konjonktival hiicrelerin pterjium hiicrelerine kiyasla trehaloz igin
hesaplanmig IC50 oranlari arasinda istatistiksel olarak 1,44 kat (*p<0,0168) fark
saptanmistir. Dolayisiyla, pterjimdaki fibroblastik aktiviteyi inhibe eden dozlarinda
normal konjonktivada fibroblastik aktiviteyi inhibe edici etkisi goriilmemistir. H-E1
nolu hastada normal konjonktival hiicrelerin pterjium hiicrelerine kiyasla trehaloz i¢in
hesaplanmig IC50 oranlart istatistiksel olarak 1,6 kat (*p<0,0004) artmis bulunmustur.
Yani erkek ve kadin cinsiyetlerde, pterjimdaki fibroblastik aktiviteyi inhibe eden

dozlarinda normal konjonktivada fibroblastik aktiviteyi inhibe edici etkisi
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goriilmemistir, kadin cinsiyet ve erkek cinsiyetlerin istatiksel olarak degerleri birbirne

yakin olarak anlamli bulunmustur.

Yapilan hiicre sagkalim deneyleri (MTT) sonucunda Mitomisin C verilen

pterjium ve konjonktival hiicrelerde elde edilen absorbans degerleri tablo 8 ve sekil

7’de gosterilmistir

Tablo 8: Mitomisin C i¢in kadin ve erkek hastadaki doz bagimli absorbans degerleri

H-K1
MITOMISI PTERJiiU
NC M
kontrol 0,56 0,53
5

0,5 pM 0,26 0,25
9 7

1 pM 0,25 0,25
2 9

2,5 uM 0,26 0,25
9 7

5 uM 0,24 0,25
6 2

10 pM 0,23 0,23
3 8

20 pM 0,22 0,21
2 5

KONJONKTIV
AL

0,59 0,637
0,311 0,347
0,28 0,321
0,276 0,313
0,27 0,289
0,229 0,233
0,211 0,232
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H-E1

PTERJIU

M
0,55

0,28
4
0,28
3
0,23
8
0,23
8
0,21
7
0,20

0,52
4
0,31
8
0,24
9
0,22
9
0,22
9
0,23
1
0,2

KONJONKTIV
AL

0,55 0,6
0,426 0,493
0,361 0,392
0,279 0,313
0,258 0,26
0,313 0,279
0,233 0,228



100

-
o

« HEl== Pterjium
= H-Ele Konjonktiva

— HKl=m Eonjonktiva

Hidreiel proliferaiyon
(kentrele kryasla %)
S
L

25

Mitomisin C [uM]

Sekil 7: Mitomisin C verilen pterjium ve konjonktival dokudaki absorbans grafigi

Elde edilen absorbans degerlerine bagli olarak yapilan normalizasyon ve Non-
lineer Regresyon analizleri sonucunda hesaplanan IC50 degerleri ve giliven

skorlari(R2) degerleri asagida tablo 9 ve sekil 8’de gosterilmistir.

Tablo 9: Mitomisin C i¢in erkek ve kadin hasta pterjium ve konjonktiva dokularindaki
IC50 diizeyi ve Giliven skoru(R2)

MITOMISIN H-E1 H-E1 H-K1 H-K1

C PTERJIUM @ KONJONKTIVAL @ PTERJIUM KONJONKTIiVAL
1C50 1,159 5,927 0,3109 1,125

R SQUARED 0,9827 0,9151 0,9929 0,9919
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B=
5
= B .
= = Pterjium
& Konjonktiva
=
g 4
2
E
S 2+
=
o

Hasta

Sekil 8: Mitomisin C i¢in Pterjium ve Konjonktival Dokuda IC50 degerleri

Diger yandan, H-K1 nolu hastada mitomisin C i¢in normal konjonktival
hiicrelerin pterjium hiicrelerine kiyasla hesaplanmig IC50 oranlari, ,istatistiksel olarak
3,62 kat fark (*p<0,0004) saptanmustir. H-E1 nolu hastada mitomisin i¢in hesaplanmis
IC50 dozu konjonktival hiicrelerin pterjiium hiicrelerine kiyaslandiginda istatistiksel
olarak 5,14 kat (*p<0,0001) fark saptanmustir.

3. Mikro dizin ve es zamanh polimeraz zincir reaksiyonu(Real Time PCR)

ile ekspresyon analizi sonuclar:

Mikrodizin analizi ¢alisilan 8 grup arasinda yapilan Pearson Korelasyon
Katsayisi, Hiyerarsik Kiimeleme ve Korelasyon Matrisi analizleri sonucunda, gruplar
arasindaki gen profili diizeyinde yakinlik diizeyi ve elde edilen sonuglarin anlamlilig

sekil 9-10-11-12-13 ve 14’de gosterilmistir.
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Hierarchical Clustering
(Euclidean Distance, Complete Linkage)

3 — @ sample4
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Sekil 9: 4-5-6-7 ve 8.6rnekler arasindaki Hiyerarsik Kiimeleye ait Bulgular

Hierarchical Clustering

(Euclidean Distance, Complete Linkage)

340
|

Height
320
1

samplel

N

280
|

N_samples

Sekil 10: 1-2-3-4-5 ve 7.6rnekler arasindaki Hiyerarsik Kiimeleye ait Bulgular
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Correlation Matrix of 5 Samples
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Sekil 11: 4-5-6-7 ve 8.0rnekler arasindaki Korelasyon Matrisi Bulgulari

Correlation Matrix of 6 Samples

- 1.00
N_sample7 —{ o
N_sample5 — = r0.99
L N_sampled =
[+ r90.98
=
n
@
—
o
=
& N_sample3 —| [
- 0.97
N_sample2 | ~
- 0.96
N_samplel —| =

T T T T T T

- o~ o < " ~
T T 3 3 3 S
4 4 & & 2 2
o S = S a a
£ g g g g g
H & H & 5 ]
il i} i} i} bl il
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Samples Name

Sekil 12: 1-2-3-4-5 ve 7.6rnekler arasindaki Korelasyon Matrisi Bulgular
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Pearson's correlation coefficient

246 810 14 246 810 14 246 810 14
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Sekil 13: 1-2-3-4-5 ve 7.6rnekler arasindaki Pearson’in Korelasyon Katsayisi

Bulgulart

Pearson's correlation coefficient

N_sampled

ﬂ”ﬂh¥ 0.976 ©.974 0.964 ©.966 -

N_sample5

ﬂ”ﬂn¥ ©.982 | 0.972| 0.976

N_sampleé

B 18 12 14

31912 1

0.974 | 0.975 |

24 6 8101214

N_sample7

ﬂ””hm 0.985
/ / N_sample8 E=

51812 1

B 1012

.......

Sekil 14: 4-5-6-7 ve 8. ornekler arasindaki Pearson’in Korelasyon Katsayisi

Bulgulari
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Hastalardan alinan pterjium ve konjonktiva dokusuna belirlenen dozlarda
trehaloz uygulanmasi sonrasi, pterjium ve konjonktiva hiicrelerinden c¢alisilan
mikrodizin analizi sonucunda genel gen profillerinin ekspresyon degisimleri sekil 15-

16-17 ve 18 de gosterilmistir.

Two-way hierarchcical clustering heatmap
using Z-score of normalized value
(3000 randomly selectd in 5,463 probes satisfying with fc2)
[

B samplel
O sample2
0 samplez
O samples
B samples
B sample7

sample?

sampled
H-K1 Pteryium Kontrol

H-E1 Pteryium Mito C
sample2

H-E1 Konjonktival Trehaloz ICS50
samplel

H-El Pteryium Kontrol
H-El Konjonktival Kontrol

H-El Pteryium trehalez IC50

Sekil 15: 6rnek 1-2-3-4-5-7’nin Z skoru kullanilarak iki yonlii hiyerarsik kiimeleme

heatmap ile gosterimi
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Calor Key One-way hierarchcical clustering heatmap
using Z-score of normalized value
(3,829 probes satisfying with fc2)

@ samples
O samples
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Sekil 16: 6rnek 4-5-6-7-8’in Z skoru kullanilarak tek yonlii hiyerarsik kiimeleme

heatmap ile gosterimi
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Color Key Two-way hierarchcical clustering heatmap
using Z-score of normalized value
(388 probes satisfying with fc2)

O sample3
B samples
&5 8 as
value

Sekil 17: 6rnek 3 ve 5’in Z skoru kullanilarak iki yonlii

sample3
sampleS

hiyerarsik kiimeleme

heatmap ile gosterimi

color key Two-way hierarchcical clustering heatmap
using Z-score of normalized value
(419 probes satisfying with fc2)

O samples
B samples
as 8 s
valus

'm

Sekil 18: 6rnek 7 ve 8’in Z skoru kullanilarak iki yonlii hiyerarsik kiimeleme

sample?
samples

heatmap ile gosterimi
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Hastalardan alinan pterjium dokularina Trehaloz uygulanmasi sonrasi hiicrelerde
ifadeleri degisen genlerin rol oynadigi hiicresel siiregler sekil 19-20-21-22’de

gosterilmistir.

Biological Process

Top 7 Terms of GO Functional Analysis
adjusted_p_value=e.@s5(*), ©.01(**), @.001(***)

leukocyte aggregation

regulation of monocyte agoregation

positive regulation of monocyte
aggregation

nucleosome assembly
monocyte aggregation

nucleosome organization

DNA replication-dependent
chromatin assembly

t] 2 4 3 a 16

Intersection Size

Sekil 19: Trehaloz uygulanan pterjium dokusundaki hiicrelerde ifadeleri degisen

genlerin rol oynadig1 hiicresel stiregler

Biological Process

Top 7 terms of GO functional Aanlysis

Intersection Size
nucleosome assembly

w

nucleosome organization -

[ T I I
= ra

leukocyte aggregation . 5
DNA replication-dependent | .
chromatin assembly Adj. p-value
regulation of monocyte aggregation [ ] 0015
0.020
positive regulation of monocyte | Y
aggregation 0025
monocyte aggregation ] 0.030
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

GeneRatio (intersection_size/query_size)

Sekil 20: Trehaloz uygulan pterjium dokusundaki hiicrelerde ifadeleri degisen

genlerin rol oynadig hiicresel stirecler
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Biological Process

Top 20 terms of GO functional Aanlysis

animal organ development .
tissue development [ ]
locomotion [ ]
tube development
circulatory system development
regulation of locomotion

" N N Intersection Size
regulation of cell migration

tube morphogenesis

vasculature development

bload vessel development Adj. p-value

®
o
®
[ ]
regulation of cell motility .
[ ]
[
®
[

blood vessel morphogenesis
5e-05

positive regulation of cell
migration

e

le-04
positive regulation of cell °
[
o

motility

positive regulation of locomotion
angiogenesis

epithelial cell migration
epithelium migration

tissue migration [ ]

sterol biosynthetic process L]

0.0 0.1 0.2 0.3
GeneRatio (intersection_size/query_size)

Sekil 21: Trehaloz uygulanan pterjium dokusundaki hiicrelerde ifadeleri degisen

genlerin rol oynadig hiicresel stiregler

Biological Process

Top 1@ Terms of GO Functional Analysis
adjusted_p_value<0.05(*), ©.01("*), 0.001("*")

sterol biosynthetic process
epithelial cell migration
epithelium migration

tissue migration
endothelial cell migration

epithelial cell proliferation

organic hydroxy compound
biosynthetic process

cholesterol biosynthetic process

secondary alcohol biosynthetic
process

alcohol metabolic process

Intersection Size

Sekil 22: Trehaloz uygulanan pterjium dokusundaki hiicrelerde ifadeleri degisen

genlerin rol oynadig1 hiicresel siiregler
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4. Mikrodizin gen Sonuclar: ve Es-zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ile Dogrulama

Calismaya dahil edilen 3 erkek 3 kadin hastadan alinan pterjium ve
konjonktival dokular kiiltiir asamalarindan sonra trehaloz ve mitomisin C uygulanip
yukarida bahsedildigi gibi 8 6rnek seklinde mikrodizin c¢alismasma gonderildi.
Mikrodizin ¢alismasinda ¢alismamizla ilgili olabilecek, pterjiumun olusum ve gelisim
mekanizmalar1 ile ilgili hiicresel siireclerde rol oynayan genler ve bu genlerin

ifadelerindeki degisim tablo 10’°de gosterilmistir.

Tablo 10: Pterjium genetiginde rol oynayan genlerin ekspresyon degisimleri kat say1

cinsinden gosterimi

Pterjium Trehaloz 1C50/ Pterjium/Konjonktival

Pterjium kontrol

NR4A1l -2,723893 3,221204
MSMO 2,495553 -2,6789543
RANBP3L 11,910647 -1,6789543
TNC, TenastinC  -6,114565 5,1712749
DHCR7 3,229028 1,062402
CXCLS8 -2,556464 2,5167815
CXCL12 -2,556465 2,516782
HMOX1 -2,571678 5,465828
CCL2 2,450150 -1,629365
RANBP3L 11,9 -1,67
VIM(Vimentin) 1,23 -1,22
TGFBR2 1,85 -1,65
TGFBR3 5,32 -1,59
ASPN -5,24 3,19



Mitomisinin calismaya dahil edilmesinin sebebi trehalozun, pterjium ve
konjonktiva hiicrelerinin hiicre proliferasyon indekslerine olast etkisinin incelenmesi
acisindan pozitif kontrol olarak c¢alismaya dahil edilmis olup sahip oldugu etki

mekanizmasinin trehaloza gore farkli olmasindan dolay: transkriptom asamalarinda

referans olarak kullaniimamustir.

Es-zamanl1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR) ile Dogrulama sonuglari sekil

23’de verilmistir.

MR4A1 MSMO
1.54 1: Pterjium 49 -
xws kontrol \
. T I
E‘"-"" 2.Pterjium %
m n
5 Trehaloz IC50 $ 27
= o
E 0.5- i
—— 1=
1 2 1 2
RAMBP3L Tenastin C
CEET
15= i &=
R
I
%W— §1.n-
£ E
[¥) [}
E 5 E-us-
oI . 0.0 I . |
1 2 1 2

Sekil 23: NR4A1,MSMO1,RANBP3L VE Tenastin C genlerinin Pterjium ve
Trehaloz uygulanmig Pterjium dokularindaki kat degisiminin Eg-zamanli Polimeraz

Zincir Reaksiyonu(PCR) ile Dogrulama Sonuglari
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TARTISMA

Calismamizda tezin ana fikrine yonelik olarak invitro kosullarda pterjium
dokusundaki fibroblastlarin proliferasyonunu trehaloz ile inhibe edildigini ortaya
koyduk. Trehalozun pterjium dokusunda fibroblastlarin %50 canlilik gosterdigi
inhibisyon konsantrasyonu(IC50) olarak 418,3 milimolar(mM) olarak saptadik.
Konjonktivadaki fibroblastlar i¢in IC50 degeri ise 610.9 milimolar idi. Buradan
hareketle trehalozun pterjiumda giivenilir bir ajan olarak kullanilabilecegi, pterjiumda
inhibitor etki gosterdigi dozlarda normal konjonktival dokularda inhibitor etki
olusturmadigini ortaya koyduk. Literatiirde yapilan ¢alismalarla da bizim ¢alismamiza
benzer sekilde sonuglar ortaya konmugstur. Toshihiko Matsuo’nun yaptigi
calismada(118) kuru g6z hastalarinda trehalozun 4 hafta boyunca topikal olarak
kullanilmasindan sonra okiiler yiizeyin floresein ve rose bengal boyama skorlari,
gozyast filmi kirilma siiresi, hyallironan veya hidroksietilseliiloz igeren goz
damlalarina kiyasla 6nemli dl¢iide iyilesme saptanmistir ( P <0.001). Herhangi bir yan
etki bildirilmemistir. Trehalozun pterjium dokusundaki inhibitdr etkilerini kiiltiir
ortaminda izleyip saptadiktan sonra bu etkileri hangi hiicre i¢i yolaklar ve genler
lizerinden yaptigina 151k tutabilmek ic¢in mikrodizin analizi yaptik. Bu asamada da

carpict ve ileride yapilacak arastirmalara yon verecek sonuglar bulduk.

Kimio Takeuchi ve ark.(119) trehalozun fibroblastik aktivite {izerindeki
etkilerini hem in vitro hem de in vivo olarak inceledikleri ¢alismada bizim
calismamizla uyumlu sonuglar saptanmistir. Bu calismada in vitro olarak normal insan
dermal fibroblastlart ve normal insan epidermal keratinositleri, ¢esitli
konsantrasyonlarda trehaloz igeren ortamlarda kiiltiire edildi.Trehaloz tarafindan
degistirilen vimentin ve a diiz kas aktini (a-SMA) ifadeleri, Western blot ile yari
kantitatif olarak o&lgiildii. In vitro deneylerle elde edilen sonuglar, Kiiltiire
edilmis fibroblastlarin biiylime aktivitelerinin doza bagli bir sekilde trehaloz
tarafindan inhibe edildigini gostermistir. Fibroblastlar, trehalozun = %5'i olan trehaloz
konsantrasyonlari tarafindan giiglii bir sekilde inhibe edildigi gosterilmigtir. Western
Blot teknigi ile Vimentin ve a-SMA ifadeleri ise trehaloz ile azaltilmis olarak
saptanmistir. Yine ayni ¢aligmada in vivo olarak, basit konjonktival insizyon veya

trabekiilektomiden sonra tavsan gozlerine topikal olarak %35 veya %10 trehaloz
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damlatildi. Vimentine 6zgii antikorlar kullanilarak cerrahi yaranin durumu morfolojik
ve immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Postoperatif trehaloz uygulamasi,
kontrollere kiyasla konjonktiva ve sklera arasinda daha az siki adezyonla sonuglandi.
Immiinohistokimyasal calismalar, topikal trehaloz ile tedavi edilen konjonktival
yarada izolektin B4, vimentin ve a-SMA boyanmasinin azaldigini géstermistir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada pterjium dokusundaki vimentin geni(VIM) ekpresyonlarina
bakildiginda, normal konjonktivaya oranla kat sayisinin 1,23 oldugu ve bu ¢alisma ile
uyumlu oldugu saptanmuistir. Trehaloz verilen pterjium dokusu ise trehaloz verilmeyen
pterjiumdaki VIM geninin kat sayisinin -1,22 oldugu yani ekspresyonda azalma
oldugu izlenmistir. Buradan hareketle calismamizda trehalozun pterjiumda vimentin
ekspresyonunda azalmaya yol a¢tig1 ve bahsedilen ¢aligmanin sonuglari ile uyumlu
oldugu saptanmistir. Takashi Kudo ve ark. yaptig1 bu ¢alismada trehalozun vimentin
ve 0-SMA boyanmasini azaltmakla kalmayip ayrica konjonktival yara dokusundaki

fibroblastlarin miyofibroblastlara doniistimiinii de engelledigi bildirilmistir.

Tong ve ark. (120) pterjiumda ifadeleri artan ve azan genleri belirlemeye
yonelik yaptiklar1 calismada 4 erkek 4 kadin toplamda 8 primer pterjium hastasini
dahil ettikleri calismada, pterjium dokusunda CLCA2 geninin kat degisimi(fold
change) 2.226 olarak saptanmistir. Bu gen, kalsiyumla aktive olan kloriir kanali
diizenleyici (CLCR) protein ailesinin bir iiyesini kodlar. Bu ailenin tiyeleri, kloriiriin
plazma zar1 boyunca tasinmasini diizenler. Kodlanmig protein, N- ve C-terminal
fragmanlar1 tiretmek igin otoproteolitik olarak islenir. Bu genin ekspresyonu, DNA
hasarma yanit olarak tiimor baskilayici1 protein p53 tarafindan diizenlenir.Bu gen
fibroblastik hiicrelerde iyon tasinmasi, hiicre adezyonu ve kloriiriin membranlar arasi
taginmasini kontrol eder.(121) Bizim yaptigimiz ¢alismada ise pterjium dokusunda
ayni hastadan aliman normal konjonktival dokuya oranla kat degisimi 10.00 olarak
saptadik. Ayni hastanin pterjium dokununa belirlene dozlarda verilen trehaloz
sonrasinda trehaloz verilen bu pterjium dokusunun hi¢ trehaloz uygulanmayan kontrol
grubu pterjium dokusuna oranla kat degisimi 1.24 olarak saptadik. Kat degisim
oraninin azalmasi trehalozun pterjium dokusundaki bu genin ekspresyonunda
azalmaya yol acabilecegini ve pterjiumdaki fibroblastlarda iyon tasinmasi, hiicre

adezyonunu durdurup pterjium gelisimini bloke edebilir.
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Tong ve ark. yaptig1 ¢alismada(120) pterjium dokusunda ayni hastadan alinan
normal konjonktival dokuya oranla ASPN geninin kat degisimi ise 2.903 olarak
bulunmustur. Bu gen, kiiciik 16sin agisindan zengin proteoglikan ailesinin {iyesi olan
bir kikirdak hiicre dis1 proteini kodlar. Kodlanan protein, kikirdakta transforme edici
biiylime faktorii-beta 1 ile indiiklenen gen ekspresyonunu inhibe ederek kondrojenezi
diizenleyebilir. Bu protein ayrica kollajen ve kalsiyumu baglar ve kollajen
mineralizasyonunu indiikleyebilir. Bu genin aspartik asit tekrar bolgesindeki
polimorfizmler, osteoartrit ve ayrica intervertebral disk hastaligi ile iliskilidir.(122)
Ayrica bu gen calismamizla ilgili olarak transforme edici biliylime faktorii
reseptori(TGFBR) sinyal yolunun negatif diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.
Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise pterjium dokusunda ayni hastadan alinan normal
konjonktival dokuya oranla kat degisimi - 5.2457 olarak saptadik. Ayni hastanin
pterjlum dokusuna belirledigimiz oranda verdigimiz trehaloz sonrasinda trehaloz
verilen bu pterjium dokusunun hig trehaloz verilmeyen pterjium dokusuna oranla kat
degisimi 3.190 olarak saptadik. Trehaloz verildiginde artan ASPN geni pterjium
dokusunda TGFBR sinyalini negatif yonde diizenleyerek fibroblastlarin
proliferasyonunu engelleyebilir.

Tenascin C(TNC) geni uzamsal ve gecici olarak siirli bir doku dagilimina
sahip bir hiicre dis1 matriks proteinini kodlar. Bu protein, disiilfide bagli alt birimlere
sahip homoheksameriktir ve ¢oklu EGF benzeri ve fibronektin tip-III alanlarini
igerir. Gelisim, sinaptik plastisite ve noronal rejenerasyon sirasinda go¢ eden
noronlarin yani sira aksonlarin yonlendirilmesinde rol oynar.(123) Yang ve ark.(124)
yaptig1 bir ¢alismada TNC ekspresyonu, kolorektal karsinom dokularinda belirgin
sekilde up regiile edildi ve daha kotii klinik sonuglarla iliskilendirildi. TNC asir1
ekspresyonu, klinik kolorektal karsinom doku 6rneklerinde kanser kok hiicre benzeri
isaretleyici LSD1, hiicre dongiisii belirtecleri CDK4 ve p16 ve hedgehog sinyal yolu
ile ilgili genler SMO ve GLI1 ile pozitif olarak iligkiliydi. Ayrica TNC geni fokal
adezyon ve hiicre dis1 matriks-reseptore etkilesimin, hiicre matriks adezyonu,
integrinin  diizenledigi hiicre adezyonu saglayarak hiicresel proliferasyonu
diizenler.(125) Bizim ¢alismamizda TNC geninin ekspresyonunu pterjium dokusunda
normal konjonktivaya oranla kat degisimi 5.17 artmis olarak saptadik. Bu pterjium

dokusuna trehaloz verildiginde de, bunun trehaloz verilmeyen pterjium dokusundaki
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kat degisimi -6.11 olarak azalmis saptadik. Yani trehaloz bizim ¢alismamizda TNC
geninde negatif bir ekspresyona yol acti. Buradan hareketle trehaloz pterjium
dokusunda biiyiime,korneaya invazyon, hiicre adezyonu, hiicre dis1 matriks
organizasyonu, yara dokusuna cevap gibi gelisim basamaklarinda inhibisyona yol

agabilir.

NR4A1 geni, steroid-tiroid hormonu-retinoid reseptor iist ailesinin bir tiyesini
kodlar. Ekspresyon, insan lenfositlerinde fitohemaglutinin ve yakalanmig
fibroblastlarin serum wuyarimi ile indiiklenir. Kodlanmis protein, bir nikleer
transkripsiyon faktorii olarak islev gorir. Proteinin ¢ekirdekten mitokondriye
translokasyonu apoptozu indiikler.(126)  Drabsch ve ark.(127) yaptig
calismada  NR4Al'i TGF-f sinyalinin  giiglii  bir  aktivatdrii  olarak
tanimliyorlar. NR4AL, AXIN2-RNF12/ARKADIA kaynakli SMAD7 bozulmasini
kolaylastirarak TGF-B/SMAD sinyalini destekler. NR4A1l, SMAD7 ve AXIN2 ile
etkilesime girer ve giiglii bir sekilde ve dogrudan AXIN2 ifadesini indiikler. NR4A1
kaybi, TGF-B ile indiiklenen epitelyal-mezenkimal gecisi ve metastazi inhibe ederken,
hafif NR4A1l ektopik ekspresyonu, TGF-f'ya bagimli bir sekilde metastazi
uyarir. Onemli olarak, enflamatuar sitokinler, NR4A1 ekspresyonunu giiglii bir sekilde
indiikler ve in vitro ve in vivo olarak TGF-B aracili meme kanseri hiicre gogiind,
istilasin1 ve metastazim giiglendirir.. Ozellikle, NR4A1 ekspresyonu, yiiksek immiin
infiltrasyonu olan meme kanseri hastalarinda yiikselir ve ekspresyonu, fosforile
SMAD? seviyeleri ile zayif bir sekilde iligkilidir ve kotii prognozun bir gostergesi
olarak gosterilmistir ve ¢alismada meme kanserinde pro-onkojenik TGF-f3 sinyalinin
hiperaktivasyonu i¢in 6nemli bir belirleyici olarak inflamasyonun neden oldugu
NR4AT1' ortaya ¢ikartilmistir. Bizim ¢alismamizda NR4AT1 geni pterjium dokusunda
normal konjonktivaya oranla kat degisimi 3.22 olarak saptanmistir. Trehaloz verilen
pterjium dokusunda, trehaloz verilmeyen pterjium dokusun oranla kat degisimi -2.72
olarak saptanmistir. Ancak Tong ve ark.(120) calismada pterjiumlu hastalardan
alan dokularda, normal konjonktivaya oranla NR4A1 geninde kat degisimi 0.435
olarak saptamiglardir. Bu gen ifadesinde azalma bizim bulgularimizla
uyusmamaktadir. Bu onlarin yaptig1 calismada secilen hastalarin farkli pterjium

evresinde olmasindan kaynaklanmis olabilir.
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Calismamizda TGFBR2 VE TGFBR3’iin ifadelerine baktigimizda dikkat
cekici sonuglar izlenmektedir. Bilindigi gibi inflamasyon, yara iyilesmesi gibi
olaylarda hiicrelerde bazi biiylime faktorlerinin iiretimi artar. Bunlardan biri de TGF
B’dir. Pterjiumda da {retimi artmis olarak bulunmustur.(128) TGFBR2 geni
tarafindan kodlanan protein, bir protein kinaz alanina sahip olan, TGF-beta reseptorii
tip-1 ile bir heterodimerik kompleks olusturan ve TGF-beta'y1 baglayan bir zar-6tesi
proteindir. Bu reseptor/ligand kompleksi, daha sonra c¢ekirdege giren ve hiicre
proliferasyonu, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, yara iyilesmesi, immiinsiipresyon ve
timor olusumu ile ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenleyen proteinleri fosforile
eder. Ayrica dokudaki kan damarlarmin gelisimi, mezensimal hiicre(fibroblast)
proliferasyonu ve TGBR sinyal yolunun diizenlenmesini saglar. (129) Bizim
calismamizda pterjium dokusunda normal konjonktivaya oranla TGFBR2 geninin kat
sayist 1,85 olarak saptadik. Trehaloz verilen pterjiumun , hi¢ bir madde verilmeyen
pterjiuma kiyasla kat sayisi ise -1,65 olarak bulunmustur. TGBFR3 geni ise epitelyal
hiicrelerin  mezensim  hiicrelerine  gecisi, hiicre biliylimesi gibi  rolleri
vardir.(130) Bizim ¢alismamamizda pterjiumda konjonktivaya oranla TGBFR3’iin
geninin ekspresyon kat sayist 5,32 olarak saptanmstir. Trehaloz verilen pterjium
dokusu, higbir madde verilmeyen pterjiumla kiyaslandiginda bu kat sayis1 -1,59 olarak
saptanmistir. Buradan hareketle pterjium dokusuna trehaloz verildiginde, TGF ’nin
negatif diizenlenmesini saglayan NR4A1 geninin ifadesinin artmasi, TGFBR2 VE
TGFBR3’lin ifadelerinin azalmasi 6zellikle TGF f sinyal yolagi lizerinden ve
yukarida anlatilan diger hiicre i¢i ve disi rollerinden dolayi; trehaloz pterjium

gelisimini inhibe edebilir.

ALPL geni, alkalin fosfataz protein ailesinin bir {iyesini kodlar. En az dort
farkli ancak iliskili alkalin fosfataz vardir: bagirsak, plasental, plasenta benzeri ve
karaciger/kemik/bobrek (dokuya 6zgii olmayan). Ilk iicii kromozom 2'de birlikte
bulunurken, dokuya 6zgii olmayan form kromozom 1'de bulunur. Bu genin iiriinii,
herhangi bir 6zel dokuda eksprese edilmeyen ve bu nedenle, zara bagh glikozile
edilmis bir enzimdir. Bu enzim kemik mineralizasyonunda rol oynayabilir. Bu gendeki
mutasyonlar hipofosfatazyaya yol acabilir.(131) ALPL geni ile ilgili literatiirde prostat
kanseri ile ilgili olduguna dair calismalar mevcuttur. Rao ve ark.(132) yaptigi

calismada ALPL ekspresyonu, prostat karsinom hiicrelerinde arttig1 tespit edilmistir
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Tiimdrden tiiretilen ALPL ekspresyonunda veya ALP aktivitesinde bir azalma, hiicre
6liimiinii, mezenkim dokusundan epitelyuma geg¢isi arttirdi ve migrasyonu azaltti. Bu
caligmada ALPL ekspresyonunda artis saptanmis olup bu artis, migrasyonu
azaltmistir. Bizim ¢alismamizda ise pterjium dokusundaki hiicrelerde, normal
konjonktivaya oranla ALPL ekspresyonunda kat degisimi 8,13 olarak saptanmustir.
Ayni pterjium dokusuna trehaloz verildiginde ise; trehaloz verilen pterjium
dokusundaki ALPL ekspresyonu, trehaloz verilmeyen pterjium dokusuna
oranlandiginda kat degisimi -1.20 saptanmustir. Buradan hareketle trehaloz verilen
pterjium dokusunda ALPL gen ekspresyonu azalmistir. Bu gen ekspresyonundaki
azalma pterjium dokusunda migrasyonu azaltip , trehalozun pterjiumun ilerlemesini

durdurabilecegini diisiindiirmektedir.

MSMO1(Metilsterol Monooksijenaz 1) geni , bir protein kodlama genidir.
MSMOI1 ile iliskili hastaliklar arasinda Mikrosefali, Konjenital Katarakt ve
Psoriaziform Dermatit ve Ck Sendromu bulunur . Ilgili yollar arasinda kolesterol
biyosentezi ve metabolizmanin siiper yolu vardir . Bu gene iliskin gen ontolojisi (GO)
aciklamalar1 arasinda oksidorediiktaz aktivitesi ve C-4 metilsterol oksidaz aktivitesi
yer alir . Bu genin 6nemli bir paralogu FAXDC2'dir. (133) MSMOI1 geninin hiicreigi
yolaklardaki goérevleri ve bu genin ekspresyonundaki degisimlerinde ortaya ¢ikan
tiimoral proliferasyonlarla ilgili literalirde ¢alismalar mevcuttur. Cao R. ve ark.(134)
yaptig1 bir caligmada pankreas karsinomlu olgularda MSMO1 geninin roliinii
incelemiglerdir. Kanser metastazindaki temel anahtar epitel-mezenkimal
gecistir(EMT). MSMOL'in pankreas kanser hiicre islevindeki etkisini dogrulamak
i¢in, Capan-2, Panc-1 ve SW1990 hiicrelerinde RNA girisimini veya negatif kontrolii
(NC) transfekte edildigi ve sonuglarda, EMT benzeri hiicre morfolojisi, MSMO1’in
negatif eksprese edilmesi ile uyarilds, hiicreler epitel 6zelliklerini kaybetti ve NC grubu
ile karsilastirildiginda ig/fibroblast benzeri bir morfoloji saptadilar. Calismada 6zetle
MSMOI1 geninin negatif ekspresyonun hiicre gociinii ve adezyonu artirdig1 ortaya
konmustur. Bizim c¢alismamizda da pterjium dokusunda MSMOI1 geninin kat
degisimi, ayn1 hastadan alinan normal konjonktivaya oranla -2,67 saptandi. Ayni
pterjium dokusuna trehaloz uygulandiginda kat sayisi, trehaloz verilmeyen pterjiuma
oranla 2,49 saptandi. Buradan hareketle trehaloz verilen pterjium dokusunda MSMO1

geninin ekspresyonu artmis oldugu saptanmistir. Dolayisiyla trehaloz bu gen
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tizerinden pterjium hiicrelerinde migrasyon ve invazyonu azaltabilecegi

distiniilmistiir.

RANBP3L  geninin  epitelyal-mezenkimal  hiicre  farklilasmasinin
negatif kontrolii, molekiiler fonksiyon diizenlenmesi, hiicresel siire¢lerin negatif
kontrolii, ¢coklu hiicre organizma siireclerinin kontrolii gibi gorevleri vardir.(135)
Chernyakov ve ark(136) yaptig1 bir galismada RANBP3L geninin kaybinin yada diger
bir ifadeyle gen ekspresyonundaki azalmanin fare renal hiicre modellerinde normal
renal hiicrelerin renal kanser hiicreye fenotipine dondiigiinii ortaya koymustur.
Calismada tedavide yeni bir segenek olarak RANBP3L geninin secilmesinin kanser
olusumunu o6nlemek icin faydali olabilecegi one siiriilmiistiir. Benzer sekilde bizim
calismamizda da pterjium dokusunda RANBP3L geninin kat degisimi, ayni hastadan
aliman normal konjonktivaya oranla -1,67 olarak saptandi. Ayni pterjium dokusuna
belirlenen dozda trehaloz uygulandiginda ise RANBP3L geninin kat degisimi, trehaloz
verilmeyen pterjiuma kiyasla 11,9 olarak saptandi. Boylece pterjum dokusunda ifadesi
azalan RANBP3L geni, trehaloz verilince énemli oranda artmis oldu. RANBP3L
geninin azalmasi pterjiumda kontrolsiiz fibrovaskiiler cogalma ile iligkili olabilir ve

trehalozun gen ifadesini artirict olan bu etkisi fibrovaskiiler proliferasyonu inhibe

edebilir.

Wei-Ping Zhou ve ark.(128) yaptiklart c¢aligmada pterjiumda fibroblast
biiyltime faktorlerinin(FGF) ifadelerinin arttigin1 ve bu artisin pterjium patogenezinde
etkili oldugunu ifade etmistir. Biz yaptigimiz bu ¢alismada FGF7 VE FGF10 ile ilgili
dikkat ¢ekici sonuglar saptadik ve literatiirle de uyumluydu. Calismamizda pterjiumda
normal konjonktivaya kiyasla FGF7 geninin ekspresyon kat sayis1 11,02 iken FGF10
geni i¢in bu deger 2,11 olarak saptadik. Pterjium dokusuna trehaloz uygulayip bunu ,
hi¢ bir madde verilmeyen trehalozla kiyasladigimizda FGF7 geni i¢in ekspresyon kat
sayisi -1,22 olurken, FGF10 geni igin bu deger -1,66 olarak degisti. FGF7 geni FGFR
sinyal yolaginin aktiflenmesi, kemotaksis, MAPK yolagi aktivasyonu ile
fibroblastlarda hiicre biiyiimesi, hiicre proliferasyonu ve hiicre farklilasmasi gibi
hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin
transkripsiyonuna yol agar.(137) FGF10 geni ise anjiyogenez, kan damari

modellenmesi, migrasyon ve fibroblast proliferasyonuna yol acar. (138) Trehaloz

60



FGF7 ve FGF10 genleri iizerindeki negatif ekspresyon etkisiyle pterjium gelisimini
durdurabilir.
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SONUC

Calismamizda toplamda 6 hastadan alinan pterjium dokusu ve normal
etkilenmemis konjonktiva Oncelikle primer kiiltire edildi. Trehaloz ve mitomisin
uyguladigimizda trehalozun pterjium dokusunda fibroblastlar1 in vitro olarak inhibe
ettigi ve bu dozlarda normal konjonktival dokuda heniiz IC50 dozuna ulagsmadigin
ortaya koyduk. Mikrodizin ¢alismasi ve es-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile de
bu inhibtdr etkilerin hangi hiicre i¢i yolaklar ve genler iizerinden olabilecegini
saptadik.. Ozellikle VIM, FGF7, FGF10, TGFBR2, TGBR3 MSMOI, Tenascin C,
RANBP3L, NR4A1, IGFBP4, CLCA2, SERPIN2,ASPN, ALPL genlerinde trehaloz
verildiginde carpict ekspresyon degisiklikleri izledik. Yine literatiirdeki ¢alismalara
benzer sekilde pterjiumda ekspresyonlart artan ve azalan genleri inceleme ve tespit

etme firsat1 bulduk ve sonuglar da literatiirler uyumluydu.

Calismamuz literatiire katki olarak ilk kez trehalozun pterjium ve konjonktiva
tizerinde mikrodizin analizi yapilarak gen profilini ortaya koymustur. Calismamiz
literatiirde ilk kez trehalozun pterjium dokusu kiiltire edildikten sonra invitro
kosullarda fibroblastlardaki inhibitor etkisini ortaya koymustur. Ancak aragtirmamiz
kisitli hasta sayisi lizerinde caisilms olup, genis hasta gruplarinda g¢alisilmasina ve
ozellikle trehalozun fibroblastlardaki gen ifadelerinin degisiminin yinelenerek ortaya

konmasina ihtiyag¢ vardir.
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