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OZET

Piterijiyum, bulber konjunktivanin kornea merkezine
dogru olan patolojik bir uzantisidir. Etiyolojisinde fi-
ziksel ve kimyasal ajanlar, p53 gen mutasyonu ve HPV
gibi su¢lanan pek ¢ok ajan vardir. HPV, piterijiyumda
ilk olarak 1994 yilinda Varinli ve arkadaslar: tarafin-
dan gosterilmistir. Aragtirmacilar, HPV'nin konjunkti-
va epitelinde p53 gen mutasyonuna neden oldugu ve bu
mekanizma iizerinden olusan kontrolsiiz ¢ogalma sonu-
cunda piterijiyumun meydana geldigini diisiinmekte-
dir.

Bu ¢alismada, primer ve tekrarlayici piterijiyumlarda
p53 gen mutasyonu immiinhistokimyasal yéntemle,
HPYV enfeksiyonu varhg, HPV tip 16 ve 18 alt tiplen-
dirmesi de PCR yéntemi kullamlarak aragtirilmsgtir.

P53 gen mutasyonu olgularin 64'iinde (%88.8) (58 pri-
mer, 6 tekrarlayici) saptanmigtir. Yirmi alti primer ve 2
tekrarlayici olmak iizere toplam 28 piterijiyumda HPV
(9%38.9) tesbit edilmig, dort olguda HPV-18, 8 olguda
da HPV-16 alt tiplendirmesi yapilabilmistir.

Elde edilen bu sonuglar, piterijiyum etiyolojisinde HPV
ve p53 gen mutasyonunun énemli bir rolii oldugunu
destekler niteliktedir. Etiyolojide var olan olass HPV
enfeksiyonu nedeniyle, klinisyenler gelecekte ortaya ¢1-
kabilecek maligniteler ve tekrarlayict lezyonlar acisin-
dan hastalar1 yakin klinik takipte tutmahdirlar.

Anahtar sozciikler: Human papilloma viriis, p53,
PCR, piterijiyum

ABSTRACT

Pterygium is a pathological lesion of bulbar conjuncti-
va extending to the center of the cornea. There are a lot
of agents that have been accused in etiology of pterygi-
um, such as chemical and physical factors, human pa-
pilloma virus infection and p53 gene mutation. Human
papilloma virus in pterygium was firstly demonstrated
by Varinli et al in 1994. Researchers thought that hu-
man papilloma virus infection caused p53 gene mutati-
on in the epithelium of conjunctiva and this damage led
to uncontrolled cell proliferation which formed pterygi-
um.

In this study, p53 mutation and the presence of the hu-
man papilloma virus infection in primary and recurrent
pterygium were investigated. The p53 tumor suppressor
gene mutation was demonstrated by immunohistoche-
mistry, and presence of HPV infection, while HPV-16
and HPV-18 were investigated by polymerase chain re-
action method.

The p53 tumor suppressor gene mutation was found in
64 (88.8%) of the samples (58 primary, and 6 recurrent
pterygium). Human papilloma virus was found in 26
primary, and 2 recurrent pterygium cases (38.9%). Fo-
ur human papilloma virus positive samples out of 28
were determined as HPV-18, and 8 as HPV-16.

Consequently, it has been assumed that HPV and p53
gene mutation play important roles in the etiopathoge-
nesis of pterygium. Patients should be carefully follo-
wed-up for recurrences and developing malignancies se-
condary to human papilloma virus infection.

Key words: Human papilloma virus, p53, PCR, ptery-
gium
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GIRIS

Bulber konjunktivanin patolojik uzantisi
olarak tanimlanan piterijiyum, konjunktivanin
nazal ya da temporal tarafindan gelisen ve kor-
neanin santral kismina dogru ilerleme gosteren,
ticgen seklinde bir lezyondur. Piterijiyumda ge-
nellikle benign skuamoz epitelyum vardir. An-
cak nadiren bu ortiicii epitelde hafif derecede
displaziden in situ karsinoma, hatta invaziv
skuamoz hiicreli karsinoma kadar farkli morfo-
lojik degisiklikler izlenebilir (1-9).

Cok yavas bir gelisim siirecine sahip olan
piterijiyum, erken donemde estetik bozukluga,
ileri donemlerde gorme kaybina neden oldugu
icin cerrahi olarak eksize edilir (1-3). Bu neden-
le piterijiyumdan karsinom gelismesi orant ol-
dukga diisiiktiir (6).

Piterijiyum etiyolojisini arastiran ¢ok sayi-
da calisma yapilmakta ve etiyolojide cesitli et-
kenler bildirilmektedir. Bu etkenler icerisinde
en Onemlisi ultraviyole 1sinlar1 (UV) olup diger
etkenler petrol iiriinleri etkisinde uzun siire kal-
ma, termal zedelenme, sigara icimi gibi kronik
irritasyon, human papilloma virus (HPV) ve
herpes simpleks viriis (HSV) gibi viriislerdir (1-
12).

Son yillarda yapilan calismalar piteriji-
yumda, konjunktiva epitelinde pS3 gen ekspres-
yonunu artmis olarak tesbit etmis ve piterijiyum
gelisiminde yiizey epitelinde p53 mutasyonunun
roli  oldugu fikrini  ortaya  atmistir
(4,9,10,13,14). p53 geninde mutasyona neden
olabilecek ajanlar ultraviyole isinlari, radyas-
yon, ¢esitli kimyasal maddeler ve baz1 viruslar-
dir (4,8,10,14).

Piterijiyumda HPV ilk defa 1994 yilinda
Varinli ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir
(6). Bunu izleyen yillarda yapilan farkli ¢alis-
malar ile piterijiyumda HPV varligimi gosteren
farkli calismalar yer almistir (7,9,15,16).

pS53 geni iizerine olan mutajenik etkisi en
iyl tanimlanan virus ise HPV'dir. HPV-16 ve
HPV-18 alt tiplerinde bulunan E6 proteininin,
p53 geninde mutasyona neden olarak karsinoge-

nezisin mekanizmasini baglattig1 ya da tetikledi-
gi farkli caligmalar ile ortaya konmustur (17-
21).

Bu bilgiler desteginde piterijiyum etiyopa-
togenezine katki saglamak amaciyla, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali'nda piterijiyum tanisi almis konjunktiva
dokularinda HPV varli§1 ve p53 gen mutasyo-
nunun arastirtlmasi planlanmustir.

GEREC ve YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Pato-
loji Anabilim Dali'nda 1994-2001 yillar1 arasin-
da tan1 almig 72 piterijiyum olgusu ile kronik
konjunktivit, kornea opasitesi, basit epitelyal
kist, konjunktival neviis, malign melanom ve re-
tinoblastom nedeniyle eksize edilen 17 olgunun
normal konjunktival doku 6rnegi kontrol grubu-
nu olusturmak iizere calisma kapsamina alindu.
Neviis ve tiimor nedeniyle eksize edilen doku-
larda, orneklerin lezyonu icermemesi kosulu
dikkatle g6z oniinde tutuldu.

Calisma grubuna ait piterijiyum ve kontrol
grubuna ait normal dokularin Hematoksilen-Eo-
zin boyal1 preparatlari, 151k mikroskobunda ye-
niden incelendi.

Calisma grubuna alinan olgularin parafin
bloklarindan 5 mikron kalinliginda hazirlanan
kesitlerine, Avidin-Biotin kompleks yontemi ile
p53 (Dako, mouse p53 protein clone DO-7,
M7001) uygulanda.

Bu ¢alismada p53 baglanma 6zellikleri bo-
yar madde olarak AEC kullanilmasindan dolay1
turuncu-kahverengi boyanis pozitif olarak kabul
edildi. Pozitif boyanma paterni p53 i¢in niikleer
boyanma olarak degerlendirildi. Buna gore p53
uygulanmis kesitler incelenerek piterijiyum epi-
telinde %1-10 boyanma bir pozitif (+), %10-50
boyanma iki pozitif (++) ve %50'nin iizerinde
boyanma ii¢ pozitif (+++) olarak degerlendiril-
di.

Hematoksilen-Eozin boyali preparatlar
epitelde koilositoz, epitel altindaki stromada
mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu ve epi-
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telde normal, hafif, orta ya da agir displazi sek-
linde degerlendirildi.

Piterjiyum dokusundan DNA'nin izolasyo-
nu icin parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda
8-10 kesit alinarak 1,5 ml'lik Eppendorf tiiple-
rine aktarildi. DNA izolasyonu sonrasinda HPV
konsensus calismasida “MY09 5' CGT CCM
AAR GGA WAC TGA TC 3' ” ve “MY 11 &'
GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 3"~
(M=A+C, R=A+G, W=A+T, Y=C+T) dizilim-
leri kullanmildi (46).

HPV-16 ve HPV-18 tip spesifik PCR pro-
tokoliinde HPV tip 16 primerleri olarak “MYB
95 5'-GAT ATG GCA GCA CAT AAT GAC-3'
”ve “MYB 133 5'-GTA ACA TCC CAG GCA
ATT G-3' 7, HPV tip 18 primerleri olarak da
“WDB 74 5'-GGA TGC TGC ACC GGC TGA-
3”7 ve “MYB 130 5'-GGG CAA TAT GAT
GCT ACC AAT-3"” DNA dizilimleri kullanil-
du.

Amplifiye PCR fiiriinleri etidyum bromidle
boyanmis %1.2'lik agaroz jelde elektroforez ya-
pilarak analiz edildi ve 450 bp'lik bantlart bu-
lunduran 6rnekler HPV DNA varlig1 yoniinden
pozitif kabul edildi.

Deney sonucunda agaroz jelde 260 bp'lik
tirtinler HPV 16 ve 250 bp'lik {iriinler, HPV-18
icin pozitif kabul edildi.

Verilerin istatistiksel analizinde, iki ordi-
nal kategorize degisken arasindaki iligkinin ana-
lizinde, ki-kare testi kullanilmistir.

Tiirk Patoloji Dergisi 2006,22(3):174-180

BULGULAR

Caligma grubuna alinan olgularin 46's1 er-
kek (%63.9), 26's1 kadin (%36.1) idi. Olgularin
yag ortalamast 52.88+£13.92'di. 65 (%90.3) olgu
primer, 7 olgu (%9.7) tekrarlayan piterijiyumdu.
Olgularin 68'inde (%94 .4) piterijiyum epitelinde
koilositoz goriildii. Bir olguda (%1.4) agir disp-
lazi, iki olguda (%?2.8) orta derecede displazi, 6
olguda (%8.3) hafif derecede displazi saptandi.
Olgularin 32'sinde (%44.4) piterijiyum stroma-
sinda mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu
izlendi. Kontrol grubunda, 8 olguda (%47.1)
stromada mikst tipte iltihabi hiicre infiltrasyonu
izlendi ve bunlarin dordiinde epitelde koilositoz
vardi.

HPYV, konsensus olgularin 28'inde (26's1
primer, 2'si tekrarlayici piterijiyum) (%38.9) bu-
lundu. Kontrol grubunda ise HPV saptanmadi.
Calisma grubu ile kontrol grubu kargilastirildi-
ginda piterijiyum ile HPV arasindaki iligki ista-
tistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001) (Tab-
lo 1). HPV pozitif olgularin 4 tanesi (%14.2)
HPV-18, 8 tanesi (%28.4) HPV-16 olup kalan
16 olguda alt tiplendirme yapilamadi. Alt tiplen-
dirme yapilabilen olgularin tamami primer pite-
rijiyumdu.

Hafif derecede displazi saptanan olgularin
yarisinda, bagka bir deyisle 6 hafif displazili pi-
terijiyum olgusunun 3'i HPV pozitifdi. Orta ve
agir derecede displazi bulunan piterijiyumlarda
HPYV bulunamadi. HPV pozitif olgularin 27'sin-

Tablo 1. Primer ve rekiirren piterijiyum olgulari ile kontrol grubunda human papilloma virus enfeksiyonunun dagilimi.

PITERIJIYUM

Primer Rekiirran Kontrol Toplam

HPV Negatif Say1 39 5 17 61
HPV % %63.9 %8.2 %217.9 %100.0
Piterjiyum % %60.0 %71.4 %100.0 %68.5

HPV Pozitif ~ Sayi 26 2 28
HPV % %92.9 %7.1 %100.0
Piterjiyum % %40.0 %28.6 %31.5

Toplam Say1 65 7 17 89
HPV % %73.0 %1.9 %19.1 %100.0
Piterjiyum % %100.0 9%100.0 %100.0 9%100.0
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Tablo 2. Human papilloma virus pozitif ve negatif olgularda p53 gen mutasyonunun dagilimi.

p53 MUTASYONU
- + ++ +++ Toplam
HPV Negatif  Say1 7 8 16 13 44
HPV % %15,9 %182 %36.,4 9%29.,5 %100,0
p53 mutasyonu % %87,5 %53,3 %61,5 %56,5 %61,1
HPV Pozitif ~ Say1 1 7 10 10 28
HPV % %3.,6 %25,0 9%35,7 9%35,7 %100,0
p53 mutasyonu % %12,5 %46,7 %38,5 %43,5 %38.,9
Toplam Say1 8 15 26 23 72
HPV % %11,1 %20,8 %36,1 %31,9 %100,0
p53 mutasyonu % %100,0 %100,0 %100,0 %100,0 %100,0

Resim 1. Stromada solar dejenerasyonun belirgin olarak izle-
nebildigi piterijiyumun histopatolojik goriiniimi (HE x100).

de epitelde koilositoz, 15'inde stromal mono-
niikleer hiicre infiltrasyonu goriildii.

Piterijiyum olgularinin 64'iinde (%88.8)
p53 gen mutasyonu pozitif bulundu; 23 olguda
(%31,9) +++, 26 olguda (%36,1) ++, 15 olguda
(%20,8) +. Kontrol grubu olgularinin 13'iinde
(%76,5) p53 mutasyonu negatif, bir olguda
(%5,9) +++, bir olguda (%5,9) ++, iki olguda da
(%11,7) + olarak saptandi. Piterijiyum ile kon-
trol grubu istatistiksel olarak karsilastirildiginda
piterijiyum ile pS3 gen mutasyonu arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir iligki bulundu
(p<0.001).

HPYV pozitif olgularin birinde p53 gen mu-
tasyonu negatif, 7 olguda +, 10 olguda ++, 10
olguda ise +++ olarak bulundu (Tablo 2).

Resim 2. Immiinhistokimyasal olarak epitelde kahverenkte
niikleer boyanma ile kendini gosteren p53 gen mutasyonu
(p53 x400).

TARTISMA

Piterijiyum baz1 bulgulari nedeniyle timor
benzeri 6zelliklere sahip olan, bulber konjunkti-
vadan baslayarak korneanin merkezine dogru
ilerleyen iicgen seklinde bir lezyondur. Cerrahi
tedavi sonrast hizli bir sekilde tekrarlayict 6zel-
likte olabilmesi, neoplazi tedavisinde kullanilan
genis cerrahi eksizyon ile cerrahi sonrasi radyo-
terapi veya kemoterapi kullaniliyor olmasi lez-
yonun tiimor benzeri 6zellikleri arasinda sayila-
bilir. Piterijiyumda, konjuktiva epiteli daha ¢ok
benign nitelikte olup bazi olgularda hafiften agir
derecede displaziye kadar farklilagsmalar goriile-
bilir (1-9). Nadir de olsa piterijiyum zemininde
skuamoz hiicreli karsinom geligebilir. Ancak,
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estetik ve gorme bozukluguna yol acan bu lez-
yonun erken eksize edilmesi nedeniyle karsi-
nom gelisimi ¢ok nadir gériilmektedir (6). Stro-
mada belirgin solar dejenerasyon en 6nemli bul-
gudur. Bunun yaninda vaskiiler proliferasyon,
inflamasyon, kanama da goriilebilir (1-9).

Neden olan etiyolojik ajanlar arasinda en
onemlisi uzun siireli UV etkisidir. Bunun yanin-
da etiyolojide termal veya kimyasal hasarlanma,
sigara icimi gibi cevresel etmenler, viriisler
(HPV, HSV), genetik veya immiinolojik bozuk-
luklar 6nemli rol oynamaktadir. Tip I immiino-
lojik reaksiyona bagli olarak stromada IgE biri-
kimi piterijiyum olusumuna neden olabilir. Ek
olarak kromozom 17p, 9p, 9q'de meydana gele-
bilecek heterozigozite kaybi ile giden bazi gene-
tik bozukluklarda piterijiyum gosterilmistir (1-
9,15,16,22).

HPV, piterijiyumda ilk olarak Varinli ve
arkadaslar1 (6) tarafindan 1994 yilinda yapilan
immiinhistokimyasal calismada gosterilmistir.
Bunu izleyen yillarda immiinhistokimyasal veya
PCR yontemleri kullanilarak piterijiyumda HPV
arastirllmistir (7,9,15,16). HPV, papovaviriis ai-
lesine iiye olan cift sirali DNA sarmalina sahip
bir viriistiir. Serviks uteri, anal bolge, yemek bo-
rusu, irogenital sistem ve bas-boyun tiimérleri-
nin bir kisminda izole edilmistir (9). 70'ten faz-
la alt tipi tanimlanmis olan HPV benign ve ma-
lign olmak iizere pek cok neoplastik gelisimde
rol oynar. Tip 6 ve 11 daha cok benign, 16, 18
ise malign lezyonlara neden olmaktadir
(6,7,9,15,16,23,24). Papillom, piterijiyum, goz
kapaginin, goz yasi kanalinin, konjunktivanin
displastik lezyonlar1 ve karsinomlarinda 6zellik-
le tip 16 ve 18 bulunmustur. Malign transfor-
masyondan virus DNA'sinda bulunan E6 ve E7
proteinleri sorumludur. E6 ve E7 proteinleri, ko-
nak¢t DNA'sinda bulunan niikleer proteinleri
(p53 ve Rb genleri) etkilemekte ve bunlar1 inak-
tif hale getirmektedir (6,7,9,17,23-28). Bunun
yaninda yapilan iki farkli calismada piterijiyum-
da HSV enfeksiyonu varligi gosterilmistir
(7,29).

p53 proteini, 17. kromozomun kisa kolun-
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da yerlesmis olan bir tiimor baskilayict gendir.
pS53 geni, DNA'st hasar gormiis olan hiicrenin
mitozda S fazina girmesini engeller ve prolife-
rasyonunu durdurur. Bu donemde hiicre DNA's1
DNA tamir genleri tarafindan tamir edilir ise
proliferasyona devam eder, aksi taktirde p53'e
bagli olan programli hiicre 6liimii mekanizmasi
yolu ile ortadan kaldirilir. p53 geninin bu fonk-
siyonu UV, baz1 kimyasallar, radyasyon, viriis-
ler (6zellikle HPV E6 proteini) ve farkli ¢evre-
sel etkenler ile inaktive edilebilir (4,8,10,
13,14,19,21,28). Bu genin inaktif hale gelme-
siyle beraber, DNA's1 hasarlanmis olan hiicre ta-
mir edilemeksizin bu sekilde ¢cogalmaya devam
edecek ve sonugta neoplastik geligsimler ortaya
cikacaktir. Farkli calismalarda piterijiyum epite-
linde p53 gen mutasyonunun gosterilmesi, lez-
yonun gelisiminde bu basamagin rolii konusun-
da bizlere 151k tutmaktadir (4,8,10,13,14,17,18).

Caligmamizda 72 olgunun 28'inde HPV
saptanmugtir. Alt tiplendirmede bunlardan 4'i-
niin tip 18, 8'inin ise tip 16 oldugu saptanmis ve
16 olguda alt tiplendirme yapilamamigtir. Yine
piterijiyum olgularinin 64'iinde, p53 gen mutas-
yonu daha cok epitelin bazal tabakasinda agir-
likli olmak iizere farkli yogunluklarda pozitif
saptanmistir. HPV pozitif olgularin (n=28) bi-
rinde, HPV negatif olgularin da (n=44) yalniz-
ca 7'sinde p53 gen mutasyonu saptanamamistir.
Istatistiksel analizlerde p53 gen mutasyonu ve
HPYV enfeksiyonu ile piterijiyum arasinda, yine
HPV ve p53 gen mutasyonu arasinda anlamli
iligskiler saptanmustir.

HPYV pozitif ile negatif olgularin biiyiik co-
gunlugunda p53 gen mutasyonunun bulunmasi
piterijiyum gelisiminde anahtar roliin bu gene
ait oldugunu ve farkl etiyolojik ajanlarin bu or-
tak nokta ilizerinde etkilerini gosterdiklerini dii-
siindiirmektedir. p53 gen mutasyonunun pek
cok neoplastik gelisimin ilk basamagin1 olustur-
mast nedeniyle, bulgularimizin piterijiyumun
preneoplastik bir lezyon oldugunu destekledigi-
ni soyleyebiliriz.

Goziin interpalpebral alani giineg 1s181na
bagli hasarin en fazla oldugu alandir ki bu alan-
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da epitelin daha ¢ok bazal tabakasi zedelenir. Pi-
terijiyum ve limbal tiimorlerin pek ¢ogu da bu
alandan gelismektedir. Hasar goren hiicrelerin
viriisler tarafindan enfekte edilmesi de daha ko-
laydir (4). Calismamizda da p53 gen mutasyo-
nunun daha ¢ok bazal tabakada goriilmesi bu
bilgiyi destekler niteliktedir.

HPV'nin neden oldugu enfeksiyonlar spo-
radik enfeksiyonlardir ve HPV'nin konjunktiva-
ya hangi yollarla geldigi bilinmemektedir. Muh-
temel bulagma yollarindan biri genital HPV en-
feksiyonu bulunan hastalarin elleri ile virusu
gozlerine tasimalart olabilir (31). HPV pozitif
olgularin tedavilerine, rekiirrensleri Onlemek
amaciyla antiviral tedavi eklenmelidir (9). Kon-
junktival siirtintiilerin sitopatolojik incelemele-
rinin, 6zellikle HPV pozitif olgular: tanimlama-
da dnemli bir role sahip olduklar: bildirilmistir.
Konjunktival siiriintii sitolojilerinde epitel hiic-
relerinde oOzellikle koilositotik degisikliklerin
goriilmesi oncelikle HPV enfeksiyonunun varli-
gint diisiindiirmelidir ve tedavi buna yonelik
tedbirler alinarak yonlendirilmelidir (6,7,9,
26,30).

Viral enfeksiyonun histopatolojik bir bul-
gusu olan koilositozun 68 olguda pozitif olmast,
etiyolojide farkl viriislerin de bulunabilecegine
isaret etmektedir.

HPV pozitif olgularda saptanan displazi ve
hiperplazi nedeniyle, bu tip olgular konjunktival
tiimor gelisim riski agisindan diizenli konjunkti-
val siiriintii sitolojisi takibine alinmalidir.
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