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1. GIRIS VE AMAC

Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu (YBMD) elli yas ve iizeri kisilerde retinanin
merkezi olan makula luteay: etkileyen ilerleyici ve dejeneratif bir hastalik olup 2020
yilinda diinya tlizerinde 80 milyon insanin YBMD’den etkilenmis olacagi tahmin
edilmektedir (Bird, 2003). Sadece Amerika Birlesik Devletlerinde 1,7 milyon insanin
YBMD’den etkilendigi ve bu saymin 2020°’ye kadar 3 milyona ulasacag
beklenmektedir (Friedman ve ark., 2004).

Geri doniigiimsiiz gérme kaybinin birincil sebebi olan YBMD multifaktoriyel
etiyolojiye sahip kompleks bir hastalik olup genetik predispozisyonu hastaligin
patogenezinde major bir risk faktoriidiir. Genetik ve gevresel faktorlerin yani sira,
ilerlemis yas, retina pigment epitel (RPE) hiicrelerinin boyut ve sekillerindeki
degisiklikleri de iceren retinada meydana gelen baz1 degisiklikler, Bruch membranin
kalinlasmasi, i¢ sinir membranin kalinlasmasi ve retinal ndronal elemanlarin
azalmasi gibi faktorler de YBMD gelisimine neden olmaktadir (Liu ve Xie, 2012).
RPE hasari, oksidatif hasar, mitokondriyal hasar, kompleman aktivasyonu ve
enflamasyonun hastalifin gelisiminde etkili olabilecek mekanizmalar oldugu

diistiniilmektedir (Ambati ve ark., 2003).

Bugiine kadar bircok gen YBMD’nin gelisme riskindeki artigla iliskilendirilmistir.
YBMD’ye olan genetik yatkinlik ilk olarak vaka-konrol c¢aligmalariyla giindeme
gelmistir (Hyman ve ark., 1983). Bu yatkinlik daha sonra hastaligin ailesel dagilim
calismalar1 (Klein ve ark.,1994; Silvestri ve ark., 1994; Seddon ve ark., 1997; Klaver
ve ark., 1998a), segregasyon analizleri (Heiba ve ark., 1994; Yates ve Moore 2000),
ikiz ¢alismalar1 (Meyers ve ark., 1995; Hammond ve ark., 2002) ve klasik linkaj
analizi ¢alismalartyla (Klein ve ark., 1998a; Weeks ve ark., 2000; Majewski ve ark.,
2003; Schick ve ark., 2003; Seddon ve ark., 2003) desteklenmistir.

flerlemis YBMD yeni kan damarlarinin olusmasi veya olusmamasina gore yas ve
kuru tip olmak iizere ikiye ayrilir (Caswell ve ark.,1985, Hageman ve ark., 2001).
Eger damarlanma olugsmamigsa hastalik non-eksudatif veya kuru tip YBMD olarak



isimlendirilir. Ayn1 zamanda Geografik Afrofi olarak da adlandirilan kuru tip tim
YBMD hastalarinin %80-%90’nin1 olusturmaktadir (Bressler 2002). Bu patolojiye

sahip hastalar tam bir gérme kayb1 olmadan gérme problemleri yasarlar.

YBMD’de en &nemli patolojik degisiklik koroidal neovaskiilarizasyondur(Liu ve
Xie, 2012). Eger yeni kan damarlarinin olugmasi s6z konusuysa, yas tip YBMD,
neovaskiiler YBMD, cksudadif YBMD veya diskiform YBMD olarak isimlendirilir
ve tim YBMD hastalarinin %10-%20’sini olusturur. Goérme kaybimnin biiyiik bir
cogunlugu (%90) hastaligin en agir formu olan yas tipten kaynaklanirken (Bressler
2002) kuru tipte gorme kayb1 yillar almaktadir.

Son on yilda genetik¢iler, g6z doktorlar1 ve optometrisler arasindaki ortak goriis
YBMD’ye dahil olan genetik faktorlerin hastaligin gelisiminde diigiiniilenden daha
fazla roli oldugu yoniindedir. YBMD patogenezinde rol alabilecek genomik
bolgeleri saptayabilmek icin farkli stratejiler denenmis ve iligkili olabilecegi

varsayilan pek ¢ok gen bolgesi taranmistir.

RORA(RAR-Related Orphan Receptor Alpha)geni YBMD i¢in bir aday gen olarak
gosterilmektedir. RORalfa retinoid iligkili bir reseptor olup niiklear reseptorlerin ayri
bir alt ailesinin iiyesidir. RORalfa’nin bagisiklik/inflamasyon, anjiyogenez, lipid ve
kolesterol metabolizmasi gibi YBMD ile potansiyel iliskili oldugu diisiiniilen bir¢ok
stirece dahil oldugu bilinmektedir(Besnard ve ark., 2001; Anderson ve ark., 2002;
Besnard ve ark., 2002; Klein ve ark., 2003; Boukhtouche ve ark., 2004; Conley ve
ark., 2005; Hageman ve ark., 2005;Boukhtouche ve ark., 2006; Zhu ve ark., 2006;
Lau ve ark., 2008). ROBOL1'in (Roundabout, Axon Guidance Receptor, Homolog 1)
YBMD i¢in giiclii bir aday gen oldugu ve ekspresyon paterninin ve One siiriilen
fonksiyonunun yas tip YBMD i¢in aday gosterilmis olan RORA geni ile baglantili

oldugu one siiriilmistiir (Jun ve ark. 2011).

Kompleman faktéor H (CFH), kompleman aktivasyonunu diizenlemede ve aktive
yiizeylerde kompleman faaliyetini sinirlamada gereklidir. Bu yiizden CFH nin

kompleman inhibisyonu etkisindeki aksamanin YBMD patogenezinde rol



oynayabilecegi varsayillmaktadir (Gotoh ve ark., 2006; Donoso ve ark., 2006). CFH
genindeki polimorfizmlerin yas tip YBMD i¢in yiiksek risk olusturdugu (Nischler ve
ark., 2011) ve bunun yani sira kuru tip YBMD ile gii¢lii bir iliski gosterdigi de rapor
edilmistir (Chen ve ark., 2011).

ARMS2(Age-Related Maculopathy Susceptibility Protein 2)genindeki polimorfizmler
ozellikle yas tip YBMD ve kuru tipten yas tip YBMD gelismesiyle
iliskilendirilmektedir (Dietzel ve ark., 2011). Ispanya populasyonu ile yapilan bir
calismada ARMS2 genindeki polimorfizmlerin YBMD igin temel risk faktorlerinden
biri oldugu rapor edilmistir (Brion ve ark., 2011).

HTRAL(HtrA serine peptidase 1) YBMD ile iliskilendirilen onemli aday genlerden
birisidir (Dewan et al. 2006, Yang et al. 2006). HTRAL geni retina ve RPE’de biiyiik
Olciide eksprese olan serin protezlarin ailesinin bir {iyesini kodlamaktadir. YMBD
hastalarinda, retinanin Bruch membran katmaninda HTRAL’in ekspresyonu up-
regiile edilmistir (Cameron et al., 2007). HTRAI 'in bu fazla ekspresyonunun Bruch
membranin yeniden modellenmesinde rol oynadigi disiiniilmektedir(Conley ve ark.,

2006; Leveziel ve ark., 2007; Sobrin ve ark., 2011).

Bu tez calismas1 kapsaminda, YBMD ile iliskili oldugu diisiiniilen RORA rs8034864,
ROBO1 rs1387665, CFH rs1329424 ve HTRAL geni rs3793917 polimorfizmleri yas
tip YBMD hastalarinda ve kontrol grubunda genotiplendirilmistir. Yapilan literatiir
taramasinda ilgili polimorfizmlerin tlkemizde ilk defa bizim ¢alismamizda
degerlendirildigi gortilmistiir. Calisma sonuglarimiz s6z konusu polimorfizmlerin
Tiirkiye’de yas tip YBMD hastalarindaki dagilimi ve hastalikla iligkisi iizerine elde
edilen ilk veriler olma o&zelligini tasimaktadir. YBMD multifaktoriyel etiyolojiye
sahip kompleks bir hastalik olmasina ragmen herediter 6zelligi patogenezinde major
bir risk faktoriidiir. Bu nedenle, ¢alisma verilerinin yas tip YBMD tanis1 alan
hastalarin  ailelerinehastaliga  yatkinlik  agisindan  bilgilendirici  olacagi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Retina anatomisi

Retina (tunica intima veya internal tunic) goz kiiresinin en i¢ tabakasidir. Detayli

gormeye Ozellesmis merkezi retina (makula) ve periferal retina olmak {izere iki ayr1

bolgeden olusan oldukga farklilasmis noroektodermal bir dokudur (Dowling, 1987)
(Sekil 2.1).

Lens

Retina

Sekil 2.1: Goziin anatomik yapisi (Angiogenesis Foundation 2014’den degistirilerek).

Uzerinde olusan goriintiiyii optik sinir araciligiyla beyne ileten retina, ok katli bir

tabaka halindedir. Optik boliimii (pars optica retina) en i¢te RPE ve onun iizerinde

dokuz tabaka olmak {izere on kattan olusmaktadir (Sekil 2.2).

Bunlar distan (koroidden) i¢e (vitreous humor’a) dogru sirasi ile:

1.

Pigment epiteli,

. Fotoreseptorler (Cubuk ve koni fotoreseptorlerininin dis ve i¢ segmentleri),
. Di1s limitan membran,

2
3
4.
5

D1s niikleer tabaka (Cubuk ve koni hiicreleri),

. D1s pleksiform tabaka (koni ve ¢ubuk hiicrelerinin aksonlari, horizontal ve

bipolar hiicrelerin dendridleri),
Ic niiklear tabaka (horizontal, bipolar, amakrin ve Miiller hiicrelerinin

cekirdekleri),



7. I¢ pleksiform tabakasi (bipolar ve amakrin hiicrelerinin aksonlarr ve
gangliyon hiicrelerinin dendridleri),

8. Gangliyon hiicreleri,

9. Sinir lifleri tabakasi,

10. I¢ limitan membrandir(retinay1 vitreustan ayirir)(Montgomery, 2014).

Retina Pigment Epiteli_.;ﬁ ~°’ &\ @ “"?*‘“'ﬁf'“ '(ﬁ
Cubuk Hiicreleri \ /lf ' —; o J ) | . \
[

Koni Hicreleri

Dig Limitan Membran

Miller Hiicreleri

Horizontal Hicreler

Bipolar Hiicreler

Amakrin Hicreler

Gangliyon Hiicreleri

Sinir Lifleri Tabakasi —

i¢ Limitan membran 7

Sekil 2.2: Retina’da hiicrelerin yerlesimi (The Organization of the Retina and Visual
System, 2014’den degistirilerek).

Pigment epitelinden sonra sirasiyla:
1. Bruch membrani,
2. Koryokapilaris (Koroid),
3. Biiyiik koroidal kan damarlari,
4. Sklera (goziin beyaz kismi) gelmektedir (Sekil 2.3) (Montgomery, 2014).

Yasa bagli makula dejenerasyonufotoreseptorleri, RPE’yi,Bruch membranive
koryokapilarisi (koroid)etkilemektedir (Berrow, 2011).



2.2. Fotoreseptorler, retina pigment epiteli, Brunch membran ve koryokapilaris

Retinanin ana fonksiyonel komponentleri fotoreseptorlerdir. Fotoreseptorler gérme
pigmenti rodopsini igeren, yogunlukla retina periferinde bulunan ve karanlikta
gormeden sorumlu yaklasik 92 milyon ¢ubuk hiicresine ilaveten, renkli ve net gérme
icin gerekli olan kirmizi, yesil veya mavi opsin pigmentlerini igeren ve yogunlukla
makulada bulunan yaklasik 4.2 milyon koni hiicresinden olusmustur (McCarty ve
ark., 2001) (Sekil 2.2). Isik, fotoreseptorlerin dis segment diskleri i¢inde bulunan
rodopsin ve opsin fotopigmentlerinde kimyasal reaksiyona neden olarak gorme
stirecini  baglatir (Montgomery, 2014). Fotoreseptorler siirekli oksijene maruz
kalmakta, 1518a maruz kaldiklarinda ise serbest radikaller olusmaktadir. Bu durum
zamanla fotoreseptorlerin zarara ugramasina neden olur. Fotoreseptor dis segment
diskleri yaklagsik olarak %50 ¢oklu doymamis yag asidi (dokosahekzonik asid veya
DHA) ve %50 proteinlerden olusur (Wilson ve ark., 2001). Fotoreseptorler yeni disk
membranlart olusturmak iizere se¢ici olarak DHA alirlar (Evans ve ark., 2005).
Fotoreseptor i¢ segmentlerimitokondrileri igerir ve dis segment ve hiicrenin aksonal
kisimlarma molekiillerin transportu icin gerekli islemlerde rol oynar. I¢ segmentler
Miiller hiicreleriyle baglantilar olusturur ve birlikte dis sinir membranint meydana
getirir. Fotoreseptorler bazal aksonal siire¢lerdebipolar ve horizontal hiicrelerle
sinaps halindedir (Berrow, 2011) (Sekil 2.2).

RPE transdiiksiyonun meydana geldigi fotoreseptorleri kusatan ¢evrenin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir (Gallemore ve ark., 1997). Her bir
RPE hiicresi altinda yaklasik olarak 30 fotoreseptdr hiicresi uzanmaktadir (Sekil
2.3).Tek katmanl pigmentli epitel hiicrelerinden olusan RPE, fotoreseptorlere besin
saglanmasi ve atik maddelerin uzaklastirilmasindan sorumludur. Koroid dokusundaki
kanin sizmasini engelleyecek sekilde siki paketlenen bu hiicreler, askorbik asid ve

glukoz gibi kii¢iik molekiillerin retinaya ulasmasina izin vermektedir (Skeie, 2010).

Bruch membrani, RPE ve koryokapilaris arasinda uzanan (Berrow, 2011)ve retinaya
oksijen ve besin saglayan ince bir dokudur (Angiogenesis Foundation, 2014).Major
metabolik transferin meydana geldigi bariyer boyunca yar1 gegirgen bir filtrasyon

saglamaktadir (Guymer ve ark., 1999).Yasa bagli makula dejenerasyonuna sahip
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hastalarda Bruch membran kalinlasma ve parcalanmaya ilaveten depozitlerin
birikmesinden dolayi hasara ugrar (Pauleikhoff ve ark., 1990; Chong ve ark., 2005).
Bruch membranin kalinlagmas1 YBMD derecesiyle dogru orantilidir ve hem yas hem
de kuru tip YBMD hastalarinda gozlenir (Sivaprasad ve ark., 2005). Eger Bruch
membranin bariyer 6zelligi bozulursa koroid ic¢indeki kan damarlar retina igine
dogru biiyiimeye baslar ve yaygin olarak yas tip YBMD hastalarinda gozlenen

fotoreseptorlerin zarar gérmesine neden olur (Skeie, 2010).

Bruch membranina dogrudan bitisik olan koryokapillaris (koroid) RPE’ye oksijen ve
besin saglayan zengin bir kan damari ag1 icerir ve viicuttaki en perfiize dokular
arasindadir (Roh ve Weiter, 2004). Koryokapilaris yogunlugu yasin artmasiyla

birlikte azalir ve Bruch membranikalinlasir(Ramrattan ve ark., 1994).
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Sekil2.3: Retina katmanlar1 (Angiogenesis Foundation 2014’den degistirilerek).

2.3. Makulanin anatomisi

Makula, retina tabakasinin ortasinda sar1 nokta (macula lutea) da denilen keskin
gormeden sorumlu 5-6 mm ¢apinda ¢ok kiiglik bir alan1 kapsamaktadir (Sevik ve

ark., 2009) (Sekil 2.4).



— Retina

Sekil 2.4: Makulanin yerlesimi (Angiogenesis Foundation 2014’den degistirilerek)

Makular pigmentler olarak tanimlanan ksantofil karotenoidleri lutein, zaksantin ve
mezozeaksantin igermeSinden dolayr funduskopide gozlenen karakteristik sar1 renge
sahiptir (Bone ve ark., 1988).Makulanin merkezi fovea olarak isimlendirilir ve renkli
ve keskin gormeden sorumlu olan c¢ok fazla sayida koni fotoreseptdr hiicresini

igerir(Sekil 2.5).

/(oroid,/

Kan damarlan

> Kilcal damarlar

Cubuk ve Koniler Bruch membrani

Retina Pigment Epiteli

Sekil2.5: Fovea ve makula merkezli normal bir retina kesiti (Longwille, 2009’dan
degistirilerek).

2.4. Yasa bagh makula dejenerasyonu (YBMD)

Yasa Bagli Makular Hastalik (YBMH) yash kisilerde makula luteay:r etkileyen
ilerleyici ve dejeneratif bir hastaliktir (Bird, 2003). Makulanin, o6zellikle de
merkezinde bulunan foveanin fonksiyon dis1 kalmasi, okuma, yiizleri tanima, arag

siirme ve Ozgilirce hareket etme gibi faaliyetleri engellemektedir. Bird’iin (2003),



dejenerasyon kelimesi yerine hastalik kelimesini énermesinin sebebi dejenerasyon
kelimesinin  YBMH’da rol oynayan tiim patolojik siiregleri kapsamadigini
diistinmesidir. Uluslar arast YBMH Epidemiyolojik Calisma Grubu’nun mevcut
nomenklatiiriine gore YBMH’1n tiim erken ve geg¢ belirtileri Yasa Bagli Makulopati
(YBM) olarak isimlendirilirken, YBMD,YBM’nin iki ge¢ basamagina isaret
etmektedir(Bird, 1995).

Druzenler, RPE’nin bazal laminas1 ve Bruch membranin i¢ kolajen katmani arasinda
olusan glikolipidler, proteinler ve hiicresel debristen olusan patolojik hiicre disi
depozitlerdir (Hageman ve ark., 2001; Ambati ve ark., 2003; Theodore ve Ahmad
2007). Ilerlemis yas ve diger kororetinal patolojilerle iliskilidirler (Hageman and
Mullins 1999a, Hageman et al. 1999b). Morfolojik olarak sert (<63um ¢apinda) ve

yumusak (>63pum capinda) druzenler olarak siniflandirilir.

YBM’nin erken basamaginda nororetina ve RPE disinda bulunan ¢ok sayida (<10)
yumusak druzenler mevcuttur(Katta ve ark., 2009). Dis retinada hiperpigmentasyon
veya druzenli koroid, RPE’nin druzenle hipopigmentasyonu goézlenir. Bu erken
basamaklar gormeyi etkilemez ancak goérme kayb1 i¢in kisilerde yatkinlik olusturur.
Sert druzenler YBM’nin karakteristigi degildir. Ancak, birka¢ sert druzenin varligi
risk faktorii olusturmasa da cok sayida sert druzenler bagimsiz olarak YBM’de

gorme kaybina neden olabilir(Pauleikhoff et al. 1990, Ambati et al. 2003).

YBMD yeni kan damarlarinin olusmasi veya olusmamasina gore yas ve kuru tip
olmak tizere ikiye ayrilir(Caswell et al. 1985, Hageman et al. 2001). Eger
damarlanma olugsmamissa non-eksudatif veya kuru tip YBMD olarak isimlendirilir.
Ayn1 zamanda Geografik Afrofi olarak da bilinen kuru tip tiim YBMD hastalarinin
%80-%90 nin1 olusturmaktadir (Bressler 2002). Eger yeni kan damarlarinin olugmasi
s0z konusuysa, Yas tip YBMD, neovaskiiler YBMD, eksudadif YBMD veya
diskiform YBMD olarak isimlendirilir ve bu form tim YBMD hastalarinin %10-
%20’sini olusturur. Gérme kaybinin biiyiik bir ¢cogunlugu (%90) hastaligin en agir
formu olan yas tipten kaynaklanirken (Bressler 2002) kuru tipte gérme kaybi

olusumu yillar almaktadir.Kuru ve Yas tip YBMD smiflandirmasinda temel



alinandzellikler Tablo 2.1°de verilmistir.Ancak her ne kadar kuru ve yas tipin klinik
Ozellikleri birbirinden farkli olsa da RPE’nin hipopigmentasyonu ve/veya
hiperpigmentasyonuyla birlikte druzenlerin varligt hem kuru tip hem de yas tiple
iliskili ortak ozelliklerdir (Nowak, 2006). Isminden de anlasilacag1 iizere
YBMHyasla iliskilidir. YBMH 50 yastan once ¢ok nadirken prevalanst 70 yasindan
sonra hizli sekilde artis gosterir(van Leeuwen, 2003).

Tablo 2.1: Klasik YBMD’nin farkli formlarinin fenotipik 6zellikleri

YBMD tipleri YBMD alt tipleri Klinik 6zellikler

Druzen

Cok sayida pigment degisikligi olan
druzenler, yayilmis, diizensiz, hiper-

otofloresans yamalar1

Kuru Tip

Geografik atrofi

Net bir sekilde gozlenen koroidal
damarh yuvarlak veya oval RPE atrofik
alanlar (175 um ¢apinda), fotoreseptor

hiicre 6limu

Koroidal Neovaskiilarizasyon

RPE’nin deformasyonuna neden olan

ve sub-retinal bosluga giren koroidde

(CNV)
Yas tip olusan yeni kan damarlari

CNV en son skarlasmaya neden

Diskiform skar
olmaktadir

2.4.1. Kuru tip YBMD

Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu hastalarimin biiyiik ¢ogunlugu kuru tipe sahiptir.
Bu patolojiye sahip hastalar tam bir gérme kaybi olmadan gérme problemleri
yasarlar. Bulanik gorme, merkezi skotomlar ve Amsler Grid testinde c¢izgilerin
gozlenmesindeki zorluklargérme kaybimin erken isaretlerini olusturmaktadir.
YBMD’nin bu tipi klinik olarak fundus fotografisinde gozlenen RPE’de dagilmis
kahverengi pigmentler ve/veya makula etrafinda beyaz veya sari beneklerile teshis
edilir. Histolojik olarak atrofik YBMD’ nin en goze carpan karakteristigi druzenler,
bazal laminar depozitler ve Geografik Atrofi ile sonuglanan RPE’deki
degisikliklerdir (Lutty ve ark., 1999; Grunwald ve ark., 2005) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Kuru tip YBMD hastasina ait bir OCT (Optic Coherence Tomography) goriintiisii
(Afyon Kocatepe Universitesi, G6z Poliklinigi nin izniyle)

2.4.2. Yas tip YBMD

Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu’na sahip hastalarin yaklasik %10-20’si yas tip
gelistirebilmektedir. Bu pataolojinin baslamasi dramatik, hizli ve ¢ogu zaman da
geridoniistimsiiz gorme kaybina neden olur. YBMD nin bu tipi klinik olarak makular
bolgede fundus fotografisinde goézlenen biiyiik kirmizimsi kahverengi hemoraj
benekleriyle teshis edilir. Histolojik olarak neovaskiiler YBMD sub-RPE/retinal
bolgede koroidal kan damarlarimin (Koroidal neovaskiiler membranlar: CNVM’ler)
anormal seklinde biiyiimesiyle, hemorajiyle, RPE’nin ser6z dekolmani veya RPE
dekolmaniyla ve fibréz diskiform skarlagsmayla karakterize edilir(Bird, 1995; Spraul
ve ark., 1999; Grossniklaus ve Green, 1999) (Sekil 2.7, 2.8). Bu ¢ok basamakl
ilerleyisin muhtemelen koroidden endotel hiicrelerinin sub-retinal bosluga girmesini
engelleyen Bruch membranin par¢alanmasiyla basladig: bildirilmistir (Green ve ark.,
1985; Bressler ve ark., 1992; Lopez ve ark., 1993). Bruch membranin biitiinliigii
birkez bozuldugunda koroidal endotel hiicreleri koroidden sub-RPE ve/veya sub-
retinal bosluga go¢ eder(Lafaut ve ark., 2000; Oshima ve ark., 2005). Bu endotel

hiicreleri prolifere olurlar, tiibiillogenez meydana gelir ve sonugta yeni olusmus
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damar duvari boyunca gegirgenligi arttirmak ic¢in baglanti yerlerini Yyeniden
diizenlerler. Bu yeni damarlar kilcallar olarak olusur ve daha sonra ven ve arterlere
doniistirler (Green, 1999).

Yeri degismis

fotoreseptdrier Retina katmanlari

icinde sivi birikimi

Retina pigment
epiteli

Bruch membrani - ;
Sizdiran diizensiz

Koroid kan damarlari

Sekil2.7: Bruch membran ve fotoreseptorler arasinda sivi birikimi (Angiogenesis Foundation
2014’den degistirilerek).

YBMD’deki neovaskiiler siiregler gorme Keskinliginde bir azalmaya neden
olmaktadir. Anjiyogenez, sik korlik yapan diyabetik retinopati, prematiire
retinopatisi ve YBMD gibi hastaliklarda kritik rol oynamaktadir (Jampol ve
ark.,1994). Endotel hiicreler iizerinde gii¢lii mitojenik etkisi olan ve vaskiiler
gecirgenligi arttiran Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori-A (VEGF-A: Vascular
Endothelial Growth Factor-A) hipoksik veya iskemik kosullardaki hiicrelerden
salinarak anjiyogenezi uyarmaktadir (Distler ve ark., 2010). VEGF YBMD’de
neovaskiilarizasyondan sorumlu esas anjiyogenez uyarici maddedir. YBMD’nin
patogenezinde Onemli bir rol oynayan VEGF’in baskilanmasi neovaskiiler
YBMD’nin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu uygulamalar neovaskiiler
membran olusumunu en aza indirmek i¢in uygulanan en etkili araglardir. Bununla
birlikte, diger anjiyogenik uyaranlarin roliinii anlamak ileri tedavilerin gelistirilmesi

icin ¢ok 6nemlidir (Van ve ark., 2005). Eger alternatif uygulamalar gelistirilebilirse
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vaskiiler inflamasyonun ve anjiyogenezin ilk basamaklarinin daha iyi anlagilmasi ¢ok

daha 6nemli hale gelecektir (Mullins ve ark., 2005).

Retina ici sivi birikimi

Sekil 2.8: Yas tip YBMD hastasina ait bir OCT (Optic Coherence Tomography) gorintiisii
(Afyon Kocatepe Universitesi, Goz Poliklinigi’nin izniyle)

2.4.3. YBMD’ninepidemiyolojisi

YBMD i¢in Onemli epidemiyolojik c¢aligmalar yapilmistir. Bunlarin  en
kapsamlilarindan 1990-1993 arasinda Hollanda’da yapilan Rotterdam (Vingerling ve
ark., 1996), 1988-1990 arasinda ABD’de yapilan Beaver Dam (Klein ve ark., 1997)
ve 1992-1993 arasinda Avustralya’da yapilan Blue Mountain (Smith ve ark., 1997)
calismalarinda erken ve ge¢c YBMD’nin, 6zellikle neovaskiiler YBMD sikliginin
yasla birlikte arttig1 tespit edilmistir. Biiyiik populasyonlarla yapilan epidemiyolojik
caligmalar diinya genelinde farkli populasyonlara ait prevalans verileri
saglamaktadir. Gelismis veya gelismekte olan {ilkelerde populasyondaki yas
ortalamasinin artmasiyla YBMD’nin prevalansinin hizli bir sekilde artmasi
beklenmektedir (van Leeuwen, 2003).YBMD prevalansi farkli etnik gruplar arasinda
degiskenlik gosterir. YBMD beyaz irkta beyaz olmayanlara nispeten daha yaygindir
(Ambati ve ark., 2003). YBMD’nin prevalansi i¢in diinyanin farkli bélgelerinde
populasyon temelli ¢alismalar yapilmistir ancak, c¢alismalarda kullanilan teshis

prosediirleri ve tanimlamalar ¢ok c¢esitlilik gostermektedir. Yapilan g¢aligmalarda
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ortak olarak hastalik prevalansinin 70 yasindan sonra hizli bir artis gosterdigi
bildirilmistir.Genel olarak, YBMD’ nin prevalans1 65-74 yaslar1 arasinda %1, 75-84
yaslar1 arasinda %35 ve 85 yas ve lizerindeki yashlarda %]13’tiir. Erken yasa bagh
makular hastaligin prevalansi ise 64-74 yaslar1 arasinda %15, 75-84 yaslar1 arasinda
%25 ve 85 yas ve lizeri yaslilarda %30 olarak bildirilmistir (Bressler ve ark., 1989;
Klein ve ark., 1992; Mitchell ve ark., 1995; Vingerling ve ark., 1995 Jonasson ve
ark., 2003). Bununla birlikte, fundus fotografisini temel alan standardize
siniflandirma protokollerini kullanan populasyon temelli ¢alismalarda farkhi
prevalans sonuglar1 rapor edilmistir (Klein ve ark., 1997; Bressler ve ark., 2001;
Klaver ve ark., 2001; Mitchell ve ark., 2002).

Geg¢ yasa bagli makular hastaligin 5 yillik kiimiilatif insidans1 ABD Beaver Dam Eye
Study grubunda 65-75 yaslar1 arasi bireylerde %1.3, 75 yas ve iizeri olanlarda %5.4
iken, sikliklar erken yasa bagli makula hastaligi i¢in sirasiyla %16 ve %23 olarak
bildirilmistir (Klein ve ark., 1997). Avustralya Blue Mountains Eye Study grubunda
da benzer sonuglar elde edilmistir (Mitchell ve ark., 2002).European Rotterdam
Study grubunda daha diisiik sonuclar elde edilmis, ge¢ yasa baglh makular hastalik
icin 5 yillik insidans 65-74 yaslar1 arasinda %0.6, 75 yas ve lizerinde %?2.8 olarak,
erken yasa bagli makular hastalik i¢in sirasiyla %7 ve %18 olarak rapor edilmistir
(van Leeuwen ve ark., 2003). Her nekadar insidans hesaplamalarindaki
farkliliklardan dolayr karsilastirmalar zor olsa da, diisiik insidans sonuglari, rapor

edilmis olan yiiksek prevalans sonuglariyla uyumluluk gostermektedir.

2.4.4. YBMD etiyolojisi

YBMD nin Kesin etiyolojisi bilinmemesine ragmen birgok hipotez 6ne siiriilmiistiir:

2.4.4.1. Oksidatif stres

Yaslanma oksijen hasariyla iliskilidir (Wallace ve ark., 1998). Retina siirekli yiiksek
oksijene maruz kaldig: i¢in oksijen hasarina ¢ok duyarlidir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROT’lar) olarak bilinen hidrojen peroksit, tekli oksijen tiirleri ve serbest radikaller

fototransdiiksiyon ve hiicre metabolizmasinin yan {riinleri olarak sentezlenirler
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(Dargel, 1992). RPE tarafindan fotoreseptorlerin dis segmentlerinin fagosite edilmesi
oksidatif stresi arttiracak ROT’lan iiretir. Fotoreseptorlerin dis segmentleri ¢oklu
doymamis yag asitleri ve vitamin A icermektedir. Ozellikle makula bdlgesindeki
fotoreseptorlerin dis segmentleri yiiksek oksijen maruziyeti ve 151k iridasyonunda
lipid peroksidasyonuna giderler (Delapaz ve Anderson, 1992). Isik iridasyonu
fotoreseptdr hasarini arttirmaktadir (Organisciak ve Vaughan, 2009). Bu nedenle
lipid peroksidasyonunun 1s1gin neden oldugu retinal dejenerasyona dahil oldugu 6ne
strilmistir (Wiegand ve ark., 1983).Saglikli bir RPE, retinanin dogru bir sekilde
fonksiyon gostermesi i¢in gereklidir fakat RPE hiicrelerinin iginde yaslanmayla
beraber biriken lipofuksin graniilleri nedeniyle yasin artmasiyla birlikte degisiklige
ugrar (Kasahara ve ark., 2005). Lipofuksin vitamin A ve lipid peroksidazlardan
olusur. Lipofuksinin siirekli goriinir 15182 (400-700nm) ve yiiksek oksijene
(~70mmHg) maruz kalmasi1 ROT’larin sentezlenmesine ve muhtemel RPE hasarina
neden olmaktadir (Wassel ve ark., 1999). Lipofuksin insan RPE’sinde 20 yasindan
itibaren birikmeye baslar ve yasam boyu bu birikim devam eder(Delori ve ark.,
2001). Lipofuksin retinal 1s1k hasari riskini arttirarak YBMD’nin gelismesine katkida

bulunur(Rosanowska ve ark., 1998).

RPE melanozomlarinin ROT'lar1 tutarak koruyucu etki sagladigiyla ilgili farkli
diisiinceler mevcuttur (Rosanowski ve ark., 2008). Bu nedenle RPE i¢indeki
melanozomlarin artan yasla diisiis gostermesi (Guymer ve ark., 1999) RPE hiicreleri
tarafindan bu ROT’larin tutulmasini azaltmaktadir. Bununla birlikte fototoksik
melanin-lipofuksin kompleksleri (melanolipofuksinler) ayrica yasin artmasiyla da
olusur ve belki de tek basina lipofuksin birikiminden daha ¢ok RPE’ye zarar vererek
YBMD’nin baglamasina neden olabilir(Warburton ve ark., 2007).

2.4.4.2. Genetik faktorler

Birgok gen YBMD’nin gelisme riskindeki artisla iligkilendirilmis ve daha sonra
yapilmis ¢aligmalarla da dogrulanmustir (Baird ve ark.,2009). Ornegin ARMS2(Shuler
ve ark., 2008)veCFHgenpolimorfizmlerininYBMD gelisimi i¢in bireylerde yatkinlik
olusturdugu bildirilmistir (Seddon ve ark., 2007). Kompleman faktér B ve

kompleman 2 geni gibi koruyucu genler de tanimlanmis olmasina ragmen mevcut

15



bilgiler kesin degildir ve yapilacak calismalarla dogrulanmaya ihtiyag vardir (Patel
ve ark., 2008). Kalitimin derecesi ve YBMD'ye katilan genlerin sayist kesin olarak
bilinmese de (Gorin ve ark., 1999) pozitif aile hikayesi hastaligin gelismesinde bir
risk artis1 teskil etmektedir (Klein ve ark., 1994; Silvestri, 1997; Smith ve Mitchel,
1998; Ting ve ark., 2009). Muhtemelen ¢evresel uyaranlara maruziyet ve YBMD’ye
genetik yatkinlik hastaligin patogenezine birlikte katki saglamaktadir (Evans ve
Wormald, 1996; Silvestri, 1997).

2.4.4.3. Ruysch kompleksinin bozulmasi

Ruysch Kompleksi RPE, Bruch membran ve koryokapilaristen (koroid) meydana
gelir. Bruch membranin gegirgenligi yasin artmasiyla azalmaktadir (Moore, 1995;
Starita ve ark., 1996). Bruch membran iginde gapraz baglanan kollajen baglar yasla
artar ve ayrica UV absorbansi ve floresansinda bir yiikselme meydana gelir.
YBMD’de RPE plazma membrant ve RPE bazal membrani arasinda uzun bosluklu
kollajenler ve bazal membran proteinlerinin birikimi gozlenir (Sarks ve ark., 2007).
Bu depozitler bazal laminar depozitler olarak isimlendirilir (BlamD). Bazal linear
depozitler ise (BlinD) RPE hiicrelerinin membrani ile Bruch membran arasinda
bulunur ve cogunlukla membran debrisi igerirler (Curcio ve Millican, 1999).
Histopatolojik olarak YBMD bu her iki depozitin de varligiyla karakterize edilir
(Green, 1992; Curcio ve Millican, 1999). BlamD’nin varhiginin fotoreseptor
hiicrelerin fonksiyonun riske girdigi yasa bagli makular hastalikla giiclii bir sekilde
iliskili oldugu bildirilmistir(Spraul ve ark., 1998; Johnson ve ark., 2003). BlinD de
ayrica YBMD igin spesifiktir (Curcio ve Millican, 1999). Histopatolojik ¢aligmalar
BlamD’nin koroidal neovaskiilarizasyon ile dogrudan korelasyon ic¢inde oldugunu

gostermistir (Reale ve ark., 2009; Lommatzsch ve ark., 2007).

Yasin ilerlemesiyle Bruch membranda lipid igerigi birikir (Pauleikhoff ve ark., 1990;
Guymer ve ark., 1999) ve sivi diflizyonu azalir(Starita ve ark., 1996). Bruch
membranin i¢indeki debrisin RPE’nin metabolik aktivitesi sonucu olustugu
diistinilmektedir (Guymer ve ark., 1999). Bu lipid ve protein miktarindaki artis
gecirgenligi azaltir ve bodylece RPE ve koroid arasinda makromolekiil akisi

engellenmis olur(Moore ve ark., 2001). Bu durum retinoid eksikliginden dolay1
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fotopigment yenilenmesinde bir yavaglamaya ve sonunda fotoreseptor kaybina neden
olabilir (Curcio ve ark., 2000). Bruch membran RPE hiicrelerinin fotoreseptor dis
segmentlerini fagosite etmesindeki gerilemeyle iligkili olarak yasin ilerlemesiyle
kalinlasir (Sarks,1976; Sun ve ark., 2007), dis retina ve koryokapilaris arasindaki
oksijen transport mesafesi artar ve bu durum da dis retinanin oksijensiz kalmasina

neden olur (Linsenmeier ve Padnick-Silver, 2000).

RPE’nin normal fonksiyonunda VEGF ve VEGF’nin antagonisti olan PEDF
(pigment epitelyum derived faktor) proteinleri RPE i¢inde dengelenmistir. Oksidatif
stres ile RPE ve Bruch membran icinde depozitlerin birikimi bu dengeyi
bozarak(Onno-Matsui  ve  ark., 2001, Schlingemann,  2004)koroidal
neovaskiilarizasyonun gelismesine katki saglar (Bhutto ve ark., 2006; Tong ve ark.,
2006). RPE ve Bruch membran iginde debrisin birikmesinino bdlgede kronik
inflamator cevabin tetiklenmesine ve kronik hiicresel hasarla sonuglanabilecek

kompleman sistem aktivasyonuna neden oldugu diistiniilmektedir (Zarbin, 2004).

Koroidal dolasimdaki zayiflamanin YBMD’nin gelisiminde rol oynadigina iliskin
kanitlar mevcuttur. Fotoreseptorlerin oksijen ihtiyacinin %90°n1 koroidal dolasim
tarafindan saglanmaktadir (Ahmed ve ark., 1993). Bu nedenle zayiflamis koroidal
kan akist YBMD ile iliskilendirilmistir (Friedman ve ark., 1995; Ciulla ve ark.,
1999). Koryokapilaris yogunlugu ve limen cap1 yasin ilerlemesiyle azalmaktadir
(Ramrattan ve ark., 1994). Bu durum RPE ve Bruch membrana gegen oksijenin
azalmasma ve Bruch membranin kalinlagsmasiyla sonuglanan atik iriinlerin
temizlenmesindeki gerilemeye neden olmaktadir (Zarbin, 2004). Retinal hipoksi
Ruysc kompleksinde VEGF salinimini arttirarak ve koroidal neovaskiilarizasyona
neden olmaktadir (D’amore, 1994, Ambati ve ark.; 2003). Vaskiiler agikliklar
ilerlemis YBMD’de daha fazladir (Grunwald ve ark.; 1998). Bu durum koroidal kan
akiginin azalmasiyla dogru orantilidir ve koroidal neovaskiilarizasyon gelisimi igin

artmis bir risk teskil eder (Grunwald ve ark.; 2005).
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2.4.4.4. Mitokondriyal disfonksiyon

Yaslanma veya oksidatif stres sonucu mitokondrideki hasar, enerji metabolizmasi ve
homeostazinda bozukluga neden olur vebu durum da apoptotik yolaklar1 aktive eder
(Liang and Godley 2003). RPE’nin metabolizmanin en aktif bolgesi olmasindan
dolay1 bozulmus mitokondriyal fonksiyon RPE’nin dejenerasyonuylasonuglanabilir
ve fotoreseptor hiicreleri besin almiminda yetersiz kalir (Wallace, 2005).
Mitokondrideki yapisal degisiklikler normal bireylere kiyasla YBMD hastalarinin
retinasinda daha yiiksek oranda gozlenmektedir (Feher ve ark., 2006).

2.4.5. YBMD risk faktorleri

Yasa bagli makula dejenerasyonu multifaktériyel bir hastaliktir ancak
etiyopatogenezi net degildir. Hastaligin gelisiminde yas, sigara igiciliginin yani sira
genetik faktorlerin 6nemli bir rol oynadigi, YBMD’ye genetik yatkinlik vaka-kontrol
asosiyasyon calismalar1 ile gosterilmis ve daha sonralar1 ailesel aggregasyon,
segregasyon analizi, ikiz ¢alismalar1 ve klasik linkage analizi ile desteklenmistir
(Haddad ve ark., 2006; Scholl ve ark., 2007; Ryu ve ark., 2010).Ilerlemis yas ve
sigara i¢iciliginin ge¢c YBMD i¢in biiyiik risk olusturdugu bildirilmistir(Clemons ve
ark., 2005; Evans ve ark., 2005; Thornton ve ark., 2005; Connel ve ark., 2009;
Chakravarthy ve ark., 2010; Rudnicka ve ark., 2012). Ilaveten, aile hikayesi, genetik
altyapi, erken YBMD ve ge¢ YBMD baslangici i¢in risk faktorleridir (Klaver ve ark.,
2001; Ferris ve ark., 2005; Klein ve ark., 2007). Druzen depolanmasi ile ateroskleroz
gelisimi (Friedman, 2000; Curcico ve ark., 2011)arasindaki benzerliklerden dolayi,
geleneksel kardiyovaskiiler risk faktorleri aynt zamanda YBMD icin de risk
faktorlerini olusturmaktadir. Baz1 ¢alismalarda, YBMD hastalarinin fel¢ ve koroner
kalp hastaligi igin artmis risk tasidiklari rapor edilmistir (Tan ve ark., 2008;
Wieberdink ve ark., 2011), fakat kardiyovaskiiler hastaliklar ve YBMD arasindaki
risk faktorlerinin degerlendirildigi onceki bazi calismalarda tutarhi iliskiler veya
giiclii asosiyasyonlarin olmadigi bildirilmistir (Connell ve ark., 2009). Her iki
hastalik icin ortak olan ileri yas ve sigara igiciligi risk faktorleri haricinde yiiksek kan
basinci (van Leeuwen ve ark., 2003; Klein ve ark., 2003) ve obezitenin (Delcourt ve
ark., 2001; Seddon ve ark., 2003) de YBMD i¢in risk teskil ettigi rapor
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edilmistir.Fiziksel aktivitenin ise koruyucu bir rolii oldugu bildirilmistir (Mares ve
ark., 2011).

Baz1 caligmalarda cinsiyet farkliliklarinin YBMD epidemiyolojisini etkiledigi 6ne
stiriilmiistiir. Yapilan bir meta analiz ¢alismasinda kadinlarin neovaskiiler YBMD
icin erkeklere gore biraz daha fazla risk tasidigi rapor edilmistir(OR: 1,2; 95% ClI,
1.0-1.5)(Rudnicka ve ark., 2012). filaveten hormonlarin da YBMD
epidemiyolojisinde rol oynayabilecegi 6ne siiriilmistiir (Feskanich ve ark., 2008;
Connell ve ark., 2009). Genetik yatkinligin YBMD gelisimi lizerinde 6nemli bir rolii
oldugu ile ilgili kanitlar giderek artmaktadir (Connell ve ark., 2009; Francis ve Klein,
2011). Ikiz ¢alismalarinda YBMD gelisimi iizerine genetik katkinin %46-71 arasinda

degistigi rapor edilmistir (Seddon ve ark., 2005).

2.45.1. Yas

Yasin YBMD i¢in bir risk faktorii oldugu cesitli epidemiyolojik calismalarda
gosterilmistir. 60-80 yaslar1 arasindaki bireylerin 60 yasindan kiiciik bireylere gore
YBMD gelistirme riski ii¢ kat daha fazladir (Friedman ve ark., 1999; van Newkirk ve
ark., 2000; Mu™noz ve ark., 2005). Yapilan ¢aligmalarda YBMD gelistirme riski
acisindan 60 yasindan biiylik bireylerde OR=3.55, 95%ClI, 1.61-7.82 (Nirmalan ve
ark., 2004;) ve OR=2.80, 95%Cl, 1.69-4.66 (Krishnaiah ve ark., 2005) gibi yiiksek

degerler rapor edilmistir.

2.4.5.2. Etnik koken

Yasabagli makula dejenerasyonu prevalansi farkli etnik gruplarda degismektedir.
YMBD’nin tiim tiplerinin beyaz irkta, beyaz irka dahil olmayanlara kiyasla daha
yaygin oldugu rapor edilmistir (Friedman ve ark., 1999; Bressler ve ark., 2008).
Hastaligin altinda yatan mekanizmalar heniliz tam olarak bilinmese de hiicresel
yaslanma i¢in bir markor olan ve oksidatif stresi tesvik eden lipofuksinin olusumuna
karsin melaninin koruyucu bir etkisi olabilecegi one stiriilmiistir (Kawasaki ve ark.,

2008). Bununla birlikte, erken YMBD go6zlenen gbz ile normal gbz arasinda
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makulada veya pigment yogunlugunda bir farklilik gozlenmedigi de rapor edilmistir
(Kayatz ve ark., 2001).

2.4.5.3. Sigara

Yapilan populasyon temelli ¢aligmalarda, sigaranin YBMD igin riski arttirdigi ve
sigara igmeyenlere gore icenlerde YBMD gelistirme riskinin en az 5 veya 10 yil 6ne
cekildigibildirilmistir (Delcourt ve ark.,1998; Age-Related Eye Disease Study
Research Group, 2000; Berendschot ve ark., 2002). Bu risk neovaskiiler YBMD’de
iki veya daha fazla kat atmaktadir (Klein ve ark.,1998a).Sigara i¢gmenin retinayi,
RPE’ni veya koroidi nasil etkiledigine dair gercek mekanizma bilinmese de
YBMD’nin dis retinanin anti oksidan mekanizmasini etkileyen tekrarlanan oksidatif
hasardan gelisebilecegi hipotezi one siiriilmiistiir. Sigara igmenin ayrica antioksidan

dolagim seviyesini de diistirdiigii bilinmektedir (Berendschot ve ark., 2002).

2.4.5.4 Is1k Maruziyeti

Ultraviyole veya goriiniir 151k ile YMBD arasindaki iligki lizerine farkli sonuglar
mevcuttur. Yazin disarida ¢ok vakit gegirmenin yas tip YBMD ile (OR = 2.26,
95%Cl, 1.06-4.81) oOnemli derecede iliskili oldugu rapor edilmistir(Stryker ve
ark.,1988). Darzins ve ark. (1997) 1siga maruziyet ve YBMD arasinda bir iligki
gdzlememis, benzer sekilde Ingiltere’de yapilan populasyon temelli galigmalarda bu

sonug tekrarlanmistir (Khan ve ark.,2006).

2.4.5.5.Hipertansiyon

Baz1 calismalarda neovaskiiler YMBD ve sistemik hipertansiyon arasinda bir iliski
rapor edilmistir. Neovaskiiler YBMD ve >95 mm Hg olan diastolik kan basinci
arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir (OR = 4.4, 95%Cl, 1.4-14.2) (Hyman ve ark.,
2000). Ilaveten AREDS calismasinda tedavi edilmemis hipertansiyon ve YBMD
arasinda bir iligski rapor edilmistir (GA i¢in OR=1.34 ve neovaskiiler YBMD i¢in
OR=1.27) (Clemons ve ark.,2005).
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2.4.5.6. Beden kitle indeksi (BKT)

Bazi galismalarda yiiksek BKI ile YBMD arasinda bir iliski rapor edilmistir (Klein
ve ark.,2003; van Leeuwen ve ark., 2003; Johnson, 2005). Johnson (2005) YBMD’de
obezite riskinin artmis oksidatif stres, lipoprotein profilindeki degisimler, hiicresel
yikimla sonuglanan artmig inflamasyon ve makulaya lutein ve zeaksantinin

ulagiminin azalmasi gibi fizyolojik degisikliklerle iliskili olabilecegini bildirmistir.

2.4.5.7. Katarakt ameliyati

Katarakt ve YBMD gorme kaybina neden olan ortak sebeplerdir ve 50 yas tizerindeki
bireylerde siklikla bir arada meydana gelebilir. Katarakt ameliyati, katarakt ile
tetiklenen gérme kaybi i¢in etkili bir tedavi yontemiyse de, bazi klinisyenler boyle
bir uygulamanin YBMD’nin ilerleme riskini arttirabilecegini, ¢iinkii katarakt
ameliyatt gecirilen gozde daha sonra neovaskiller YBMD gozlendigini One
stirmislerdir. Katarakt ameliyatinin YMBD ilerlemesini daha da koétiilestirmesiyle
ilgili baz1 senaryolar mevcuttur. Katarakt ve YMBD ayn1 anda ilerlemelerine neden
olabilecek sigara ve beslenme gibi ortak risk faktorlerini paylagsmaktadir (Hiller,
1997;  Jacques, 2005; Seddon, 2006). Ilaveten, inflamator faktorler YBMD
olusumuna katilir ve katarakt ameliyatindan sonra meydana gelen inflamasyonun da
makular dejenerasyonu kotiilestirmesi miimkiindiir. Dahasi, dogal lensin kaldirilarak
yapay lensin yerlestirilmesi makulanin 1518a daha fazla maruz kalmasiyla ve
dolayisiyla UV 1sinlarinin hasar vermesiyle iligkilendirilebilir. Wang ve ark. (2003),
katarakt ameliyati ve 5 yillik YBMD insidans1 arasindaki iligkiyi arastirmig, katarakt
ameliyat1 gecirilmis gozlerde neovaskiiler YBMD ve geografik atrofi gelistirme oran
sirastyla %6 ve %7.7 olarak tespit edilmisken, katarakt ameliyati gecirmemis
gozlerde bu oran %0.7 olarak rapor edilmistir. Ilaveten, Nirmalan ve ark. (2004),
daha onceden katarakt ameliyati gecirilmesiyle artmis YBMD prevalansi arasinda

(OR=3.79, 95%ClI, 2.1-6.78) giiclii bir iliski oldugunu bildirmistir.

Beaver Dam ¢aligmasinda (Klein ve ark., 1997), katarakt cerrahisi sonrasinda
hastaligin hizli ilerleme gosterdigi bulunmus olsa da, Age-Related Eye Diseases
Study Research (AREDS) ¢alisma grubunun 2003 Amerikan Oftalmoloji Akademisi
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kongresinde sundugu verilere gore, katarakt operasyonunun var olan lezyonun agir
neovaskiiler YBMD’ye ilerlemesinde etkisinin olmadigi, bunun yaninda geografik
atrofideilerlemeye neden oldugu belirtilmistir (Martin ve AREDS Research Group,
2003).

2.4.5.8.Genetik Yatkinhk

YBMD’ye olan genetik yatkinlik ilk olarak vaka-kontrol ¢alismalariyla giindeme
gelmistir (Hyman et al. 1983). Bu yatkinlik daha sonradan hastaligin ailesel dagilim
caligmalar1 (Klein ve ark.,1994; Silvestri ve ark., 1994; Seddon ve ark., 1997),
segregasyon analizleri (Heiba ve ark., 1994; Yates ve Moore, 2000), ikiz ¢alismalar1
(Meyers ve ark., 1995; Hammond ve ark., 2002) ve Klasik linkaj analizi
caligmalariyla (Klein ve ark., 1998a; Weeks ve ark., 2000; Majewski ve ark., 2003;
Schick ve ark., 2003; Seddon ve ark., 2003) desteklenmistir. Monozigotik ikizler,
dizigotik ikizlere gére YBMD’ye yakalanma riski a¢isindan yiiksek bir konkordansa
sahiptir (Meyers et al. 1995, Hammond et al. 2002). Ilaveten, birinci dereceden
akraba olan YBMD probandlar1 genetik faktorlerin YBMD patogenezinde anahtar bir
rol oynadigina iligskin bilgiler saglamaktadir(Klein et al. 1994; Silvestri et al. 1994;
Seddon et al. 1997; Klaver et al. 1998a).

2.4.6. YBMD genetigi

Son on yilda genetik¢iler, g6z doktorlari ve optometrisler arasindaki ortak goriis
YBMD’ye dahil olan genetik faktorlerin hastaligin gelisiminde diisiiniilenden daha
fazla rolii oldugu yoniindedir. YBMD patogenezinde rol alabilecek genomik
bolgeleri saptayabilmek icin farkli stratejiler denenmis ve iligkili olabilecegi
varsayllan pek c¢ok gen bolgesi taranmistir. Bu genler farkli kategorilerde
siniflandirilmaktadir:

e Immiin modiilasyon ve kompleman sistem genleri

e Membran transport genleri

e Damar gelisimi ve vaskiiler modiilasyon genleri

e Lipid metabolizmasi genleri

e Diger genler
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YBMD ile iligkili baz1 major genlerin genomdaki lokalizasyonlart ve fonksiyonlari

Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo2.2:YBMD ile iliskili bazi genler (Mousavi ve Armstrong, 2013’den degistirilerek)

Gen Fonksiyon Lokasyon YBMD ile iligkisi
Apolipoprotein E (APOE) Lipid transportu 19q13.2 EE(EXD baslangigh
ABCR (ATP-binding .
cassette rim protein) Membran transportu 1p22-p22.1 Yas tip YBMD
ARMS?2 (Age-related
maculopathy susceptibility Kesinlesmemis 10026.13 Yas tip YBMD
protein 2)
MT-ATP6 , e ,
(ATP synthase) ATP’den ADP {iretimi MtDNA YBMD’ye karismakta
CFH Inflamator cevabin 1432 Bilateral kuru ve yas
(Complement factor H) inhibisyonu g tip YBMD
CFB . . .
(Complement Factor B) Alternatif yolagin bileseni  6p21.3 YBMD
C3 (Complement factor 3) gtlgzmator cevaba aracilik 19p13.3 Yas tip YBMD
. Tamir bolgelerinde .
rEeRgti$6r0te(i[;;\lA excision kompleks formasyonu  10q11.23 i\l(iBli\i/lD ile muhtemel
pairp destekleme 3
FGF2 (Fibroblast growth Cesltl_l biyolojik 4926 Kuru tip YBMD
factor 2) fonksiyonlar
FBLNS . L
(Fibulin 5) Elastin polimerizasyonu 14932.1 YBMD
Yas ve kuru tip
LIPC (Hepatic lipase) IDL’nin LD’ye ¢evrilmesi 15021 YBMD riskinde
azalma
LOXL1 9 C .
(Lysyl oxidase-like 1) Bag dokusu gelisimi 15924.1 Yas tip YBMD
ROBO1 Akson iletimi ve noronal = g4, 5 YBMD
oncii hiicre gocii
RORA Cesitli biyolojik 150 29 5 YBMD
fonksiyonlar

SELP Trombosit-16kosit .
(Selectin P) etkilesimi 1922-q25 Kuru tip YBMD
SERPING1 Kompleman sisteminin
(Serpin peptidase inhibitor)  diizenlenmesi 11q12-q13.1  YBMD
HTRA1 Hiicre biiylimesinin  10025.2- Bilateral yas tip
(Serum peptidase 1) diizenlenmesi 026.2 YBMD

. S . Sigara icicilerinde
Tf (Transferrin) Demir baglama proteini 3029 YBMD
CACNG3 L-ti kalsiyum  kanal
(Voltage-dependent calcium proth:ini y 16p12 YBMD

channel 3)
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2.4.6.1. RORA (RAR-related orphan receptor A) geni

RORA geni YBMD i¢in bir aday gen olarak gdosterilmektedir. Retinoik asit
reseptoriiyle iliskili orfan reseptor alfa (RORA) niiklear reseptorlerin ayr1 bir alt
ailesinin tyesidir (Hubbard ve ark., 2009). RORA 15. Kromozomun uzun kolunda
lokalize olup yaklasik 730 kb’lik bir alandauzanmaktadir (Sekil2.9). RORA geninin
sirkadyan ritimlerin patolojisine, kemik gelisimine, koni hiicrelerinin gelisimine,
hiicresel metabolizmaya katildig1 bildirilmistir (Jetten, 2009). Ilaveten, linkaj
analizleri, iliskilendirme g¢alismalar1 ve ekpresyon analizleri RORA geninin YBMD
patogenezine  dahil oldugunu  gostermistir  (Silveria ve ark., 2010).
Bagisiklik/inflamasyon, anjiyogenez, lipid ve kolesterol metabolizmas: gibi YBMD
ile potansiyel iliskili oldugu diistiniilen birgok siirece de dahil oldugu bildirilmistir
(Besnard ve ark., 2001; Anderson ve ark., 2002; Besnard ve ark., 2002; Klein ve ark.,
2003; Conley ve ark., 2005; Hageman ve ark., 2005; Boukhtouche ve ark., 2004;
Boukhtouche ve ark., 2006; Zhu ve ark., 2006; Lau ve ark., 2008).

Tipik bir niiklear reseptor olarak ROR, bir amino-terminal domaini, bir DNA
baglanma domaini, bir mentese (hinge) bolgesi ve bir adet ligand baglanma
domaininden olusmaktadir. Alternatif kesim ve promotdr kullanimi yoluyla her bir
ROR geni sadece amino uglarindan farklilasan iki veya daha fazla izoforma
ayrilmaktadir. Farkli promotorlerin kullanimi belirli ROR izoformlarinin hiicre tipine
spesifik ekpresyonu ile sonu¢lanmaktadir. Sonu¢ olarak bu izoformlar farkl
fizyolojik siiregleri ve hedef genleri diizenlerler(Gold ve ark., 2003; Eberl ve ark.,
2004; Jetten, 2009). Ornegin kolesterol ve kolesterol siilfatin RORo’nin bir ligandi
oldugu tanimlanmigken, bazi retinoidlerin RORB ve RORy’ya baglandigi rapor
edilmistir (Kallen ve ark., 2002; Stehlin ve ark., 2003; Jetten ve ark., 2004).

In vitro c¢alismalar kolesterolinRORA’nin  dogal bir ligandi oldugunu
gostermistir(Kallen ve ark., 2002). Kolesterole baglanmasinin yani sira RORA’nin
yiiksek yogunluklu lipoproteinler, serum amiloid A ve apolipoprotein Al gibi
lipoproteinleri de diizenledigi gosterilmistir (Voyiaziakis ve ark.,1998; Migita ve
ark., 2004; Lau ve ark., 2008).RORA’'nin kolesterol metebolizmasindaki rolii

ateroskleroz ve dislipidemiye olan yatkinlikta artig gosteren RORA yoksunu stagerer
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faresinin fenotipik incelenmesiyle netlesmistir (Kopmels ve ark.,1991; Mamontova
ve ark., 1998; Jetten ve Ueda, 2002; Boukhtouche ve ark., 2004; Lau ve ark., 2008).

Normal fare retinasinin immiinokimyasal analizleri gangliyon hiicre katmani ve i¢
hiicre katmaninda RORA ekspresyonu oldugunu goéstermistir (Steinmayr ve
ark.,1998; Ino, 2004; Fujieda ve ark., 2009). ilaveten Medeiros ve Curcio (2001),
gangliyon hiicre katmani néronlarinin sagliklt  bireylerin  gozlerine kiyasla
neovaskiiler YBMD hastalariin  gozlerinde yaklasik %350 azaldigin1 rapor

etmislerdir.

RORA geninin oksidatif stres (Boukhtouche ve ark., 2006) ve inflamasyon (Delerive

ve ark., 2001) karsisinda néronlari korumada rol oynadigi 6ne stiriilmistiir.
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Sekil2.9:RORA geninin kromozomal lokasyonu (Weizmann Institute of Science, 2014).

2.4.6.2. ROBO1 (Roundabout, Axon Guidance Receptor, Homolog 1) geni

ROBO1 immiinoglobulin siiperailesine mensup bir trasnmembran reseptorii olup
akson iletimi ve noronal 6ncii hiicre gogiinde rol oynamaktadir (Jun ve ark. 2011).
ROBOL1 geni 3p.12.2°de lokalizedir (Sekil 2.10). ROBOL1 alternatif kesim iglemiyle
tiretilen ii¢ izoforma sahiptir. Fare retinal gangliyon hiicre katmani dahil olmak iizere
farkli birgok doku ve organda eksprese oldugu ve gérme islevi boyunca gangliyon
hiicre aksonlarinin dogru iletimini diizenledigi rapor edilmistir (Erskine ve ark.,

2000; Plachez ve ark., 2008).

ROBOlproteinleri hiicresel membran {izerinde lokalize olmustur ve hiicre
adezyonunda rol oynamaktadir (Ip ve ark., 2010). Ayrica ROBO!’in SLIT-ROBO1
sinyal yolu araciligiyla okiiler neovaskiilarizasyona karistig1 (Chen ve ark., 2010) ve
RPE  hiicrelerindeki  ekspresyonunun  inhibe  edilmesinin  proliferatif

vitreoretinopatinin baskilanmasiyla sonug¢landigi bildirilmistir (Huang ve ark. 2010).
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ROBOL1 varyantlarinin kuru ve yas tip YBMD riskini etkileyebilecegi ve ROBOI’in
YBMD riski iizerine olan etkisinin belki de RORA varyantlariyla diizenlendigi 6ne

stirilmistir(Jun ve ark. 2011).
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Sekil2.10:ROBO1 geninin kromozomal lokasyonu (Weizmann Institute of Science, 2014).

2.4.6.3. CFH (Complement Factor H) geni

Kompleman sistemi mikrobiyal enfeksiyonlara karsi dogustan var olan immiin
sistemin O6nemli bir pargasidir.Kompleman sistemi, Klasik, lektin ve alternatif
yolaklar olarak isimlendirilen ii¢ yolaktan olusmustur ve ¢ok sayida plazma ve
membran proteini igerir. C3 her li¢ kompleman sisteminin temel bilesenidir.
Kompleman Faktor H (CFH) alternatif yolagin diizenleyicisidir. Bu alternatif yolak
yabanci hiicreler, viriisler ve diger patojenler gibi antijenlerle aktive olmakta ve
patojenlere karsi ilk savunma hatti olarak diisiiniilmektedir. Bu yolagin aktivasyonu
istila edilen hiicrelerde yikima neden olacak transmembran porlar1 olusturan
kompleman proteinlerin iiretimine neden olur. Por olusumu ilgili donistiirticiilerle
kompleman bilesenleri olan C3 ve C5’in aktivasyonu yoluyla basarilmaktadir
(DeWan ve ark., 2007). CFH, kompleman aktivasyonunu diizenlemede ve aktive
yiizeylerde kompleman faaliyetini sinirlamada gereklidir. Bu yiizden CFH’nin
kompleman inhibisyonu etkisindeki aksamanin YBMD patogenezinde rol
oynayabilecegi varsayillmaktadir (Gotoh ve ark., 2006; Donoso ve ark., 2006). CFH
genindeki polimorfizmlerin yas tip YBMD igin yiiksek risk olusturdugu (Nischler ve
ark., 2011) ve bunun yani sira kuru tip YBMD ile de giiclii bir iliski gosterdigi de
rapor edilmistir (Chen ve ark., 2011).

CFH, YBMD ile iliskisi saptanan ilk gen olma 06zelligine sahiptir ve 2005 yilinda
birbirinden bagimsiz ii¢ grup tarafindan es zamanli olarak tariflenmistir(Klein ve ark.
2005; Edwards ve ark., 2005; Haines ve ark., 2005). Faktor H, birinci kromozomun
q32 (1932) bolgesinde RCA (regulators of complement activation) gen kiimesi iginde
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bulunan tek bir genden kodlanir (Sekil 2.11).CFH geninin 9. ekzonundaki Y402H
polimorfizminin (rs1061170, T>C) YBMD ile iliskili oldugu rapor edilmistir.
Ozellikle C risk alelini tasiyan bireylerde YBMD riski, tek kopya tasiyicilarinda 2.4
— 4.6, iki kopya tasiyicilarinda (homozigot) 3.3 — 7.4 arasinda degismektedir.
Sonralart CFH geninde YBMD ile iliskili oldugu diistiniilen farkli polimorfizmlerde
gosterilmistir. CFHdisfonksiyonunun artmis enflamatuar yanit ve doku hasar ile
iliskili olabilecegi ©&n goriilmektedir. Ozellikle neovaskiiler hastalik icin
enflamasyonun YBMD patogenezinde anahtar rol oynayabilecegini soyleyen
yayinlar mevcuttur (Gotoh ve ark., 2006; Donoso ve ark., 2006; Moshfeghi ve
Blumenkranz, 2007).

Kafkas populasyonunda YBMD i¢in artmus bir riskle iliskilendirilen CFH genindeki
varyantlara isaret eden ¢alismalar kompleman sisteminin hastaliktaki dnemine kanit
olusturmustur (Klein ve ark. 2005, Hagemann ve ark. 2005).Genetik calismalara
diger kompleman genlerindeki polimorfizmler de dahil edilmis, 6zellikle faktér B
kompleman bileseni C2 ve C3’iin de YBMD ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Gold
ve ark. 2006, Maller ve ark. 2007).

YBMD’yi de igeren norodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisini anlamadaki temel
soru sistemik kan faktorlerine karsi lokal dokulardaki (Grnegin retinanin gorme
dongiistindeki oksidasyon ve toksik iirlinler) hangi anormalliklerin hastali§a neden
oldugudur (Sivaprasad ve ark. 2007; Scholl ve ark. 2008). YBMD, Alzheimer
(Akiyama ve ark., 2000), ateroskleroz (Torzewski ve ark., 1997), glomerulonefrit
(Schwertz ve ark., 2001) gibi hastaliklarda karakteristik lezyonlar ve depozitler
hastaligin patogenezi ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir. Bu hastaliklarin
molekiiler temellerinin farkli olmasina ragmen bu depozitler 6zellikle birincil immiin
savunmanin anahtar elemani olan kompleman kaskatinin lokal inflamasyonu ve
aktivasyonuna dahil olan bazi ortak molekiiler bilesenler igerirler. YBMD’ nin
etiyolojisi tizerine CFH’1n etkisi kesin degildir ancak druzen olusumu i¢in ortaya
atilan hipotezde anahtar bir bagisiklik bileseni oldugu 6ne siiriilmiistiir (Hageman

2001).
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Druzenler erken YBMD ile iliskilendirilen ayiric1 6zellikteki depozitlerdir ve yapilan
calismalar kompleman kaskatinin lokal inflamasyon ve aktivasyonuna isaret
etmektedir (Hageman ve ark., 2001; Mullins ve ark., 2001; Crabb ve ark., 2002;
Anderson ve ark., 2004). Druzenler membran atak kompleksine (MAC: Membrane
Attack Complex) dahil olan kompleman aktivatorlerini, inhibitorlerini, aktivasyona
spesifik kompleman fragmentlerini ve son yolak bilesenlerini i¢erir. MAC yabanci
patojenler i¢in, ayni zamanda c¢esitli hastalik siireclerinde evsahibi hiicreler ve

dokular igin, 6liimciil olan litik bir komplekstir (Hageman, 2005).

Sonug olarak kompleman sisteminin kontrol dis1 ¢aligmasi ev Sahibi hiicreler ve
dokular i¢in oliimciil olmaktadir. CFH proteini ve diger dolasan ve zara bagh
proteinler bu sistemi modiile etmek tizere gelismislerdir (Morgan, 1999). Hageman
ve ark. (2005) vyaptiklart c¢alismada, CFH proteini ve MAC’in RPE-koroid
arayliziinde birlikte dagildigini ve YBMD hikayesi olan donoérlerin makular
bolgelerinde bunlarin ¢ok yogun goézlendigini bildirmistir. Bu bulgular, risk
haplotipleri tarafindan kodlanan CFH proteininin zayiflamis bir kompleman inhibitor
fonksiyonu oldugunu gostermektedir. CFH tarafindan zayiflatilmis kompleman
inhibitor aktivitest YBMD patogenezine katkida bulunan asir1 inflamasyon ve doku
hasarma yol agabilmektedir (Johnson ve ark.,2006).ilaveten inflamasyonun YBMD

patogenezine dahil oldugu da bildirilmistir (Donoso ve ark. 2006).
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Sekil2.11:CFH geninin kromozomal lokasyonu (Weizmann Institute of Science, 2014).

2.4.6.4. ARMS2 (Age-Related Maculopathy susceptibility Protein 2) geni

ARMS2, GWAS (Genome Wide Association Study) temelli ¢alismalarla YBMD’ye
yatkinlik kazandirdigr gosterilmis olangenomdaki bircok bodlgeden birisidir.
10g.26.13’delokalizedir (Sekil 2.12). ARMS2 proteini ile ilgili yapilan
immiinohistokimyasal ¢alismalarda, proteinin transfenfekte memeli hiicrelerinin

mitokondri dis zarlarinda varliginin gosterilmesi, bu genin YBMD’deki muhtemel
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fonksiyonunun oksidatif hasar mekanizmasi yoluyla oldugunu gostermektedir
(Kanda ve ark.,, 2007; Fritsche ve ark.,, 2008). Bununla birlikte yapilan
immiinolokalizasyon ¢alismalariyla varligi hiicresel sitoplazmada da gozlenmis
(Wang ve ark., 2009), ilaveten fibulin 3 ve 5, TIMP (tissue inhibitor of
metalloproteinaz), MMP (matrix metalloproteinaz) ve elastin gibi diger hiicre disi
matrix proteinlerine baglanan hiicre dis1 bir matrix proteini oldugu da rapor edilmistir
(Kortvely ve ark., 2010). Bu durum bu proteini matriks fonksiyonunun ¢ok onemli

bir parcasi haline getirmektedir.

ARMS2 geni yaslilikta gozlenen YBMD gibi ¢esitli hastaliklarda 6nemli rolii olabilen
mitokondriyal bir proteini kodlar(Kanda ve ark.,, 2007; Seddon ve ark.,
2007).Mitokondri, Alzheimer, Parkinson ve Amyotrofik laterak skleroz gibi yasa
bagli norodejeneratif hastaliklarin patogenezine katilir (Lin ve Beal, 2006). Yasla
iligkili mitokondriyal disfonksiyon enerji metabolizmasi ve homeostazinda bir
bozukluga, reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina, mitokondriyal DNA’da somatik
mutasyon birikimine ve apoptotik yolagin aktivasyonuna neden olmaktadir (Lin ve
Beal, 2006; Kroemer ve Reed, 2000; Barron ve ark., 2001; Wright ve ark., 2004;
Wallace, 2005). Kontrole kiyasla YBMD retinasinda mitokondrilerin hem sayisinda
hem de boyutunda azalma, kristanin kayb1 veya azalmis matriks yogunlugu gozlenir.
Mitokondriyal DNA delesyonu olan ve sitokrom c oksidaz yoksunu koni hiicreleri
yaslanan retinada 6zellikle makular alanda birikir (Barron ve ark., 2001; Feher ve
ark., 2006). Dahasi, mitokondriyal proteinlerdeki mutasyonlar optik norodejeneratif
hastaliklarla da iliskilendirilmistir (Carelli ve ark., 2004). Fotoreseptorler ve RPE
yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asiti icermelerinden dolayiyiiksek 1s18a ve
oksijene maruz kaldiklarinda oksidatif hasar i¢in risk olugsmaktadir (Beatty ve ark.,
2000; Carelli ve ark., 2004; Wallace, 2005). Bununla birlikte, ARMS2’nin sadece
primat retinasinda ekprese oldugu, bu durumunda YBMD’nin dogal olarak sadece
primatlarda meydana gelmesiyle uyumlu oldugu bildirilmistir (Francis ve ark.,
2008).

ARMS2 genindeki polimorfizmler 6zellikle yas tip YBMD ve kuru tipten yas tip
YBMD gelismesiyle iliskilendirilmektedir (Dietzel ve ark., 2011). Ispanya
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populasyonuile yapilan bir ¢alismada ARMS2 genindeki polimorfizmlerin YBMD
icin temel risk faktorlerinden biri oldugu rapor edilmistir(Brion ve ark., 2011).
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Sekil2.12: ARMS2 geninin kromozomal lokasyonu (Weizmann Institute of Science, 2014).

2.4.6.5. HTRAL(HtrA serine peptidase 1) geni

HTRA1 YBMD ile iliskilendirilen 6nemli bir aday gendir (Dewan et al. 2006; Yang
ve ark., 2006) ve 10q.26.3’de lokalizedir (Sekil 2.13). HTRAL geni retina ve RPE’de
biliylik Ol¢iide eksprese olan serin protezlarin tripsin ailesinin bir iiyesini
kodlamaktadir (Oka ve ark., 2004;Chen ve ark., 2010) ve hiicre dis1 matriks
homeostazinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (Grau ve ark., 2006). Bu protein insiilin
benzeri biiylime faktorlerini diizenledigi One siirilen bir enzimdir. Ayrica hiicre
biliylimesinin de bir diizenleyicisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu genin promotor
bolgesinde bulunan polimorfizmlerin YMBD’ye yatkinligin sebebi oldugu
bildirilmistir. Serin proteaz TGF-beta ailesi iiyelerinin aracilik ettigi sinyalleri inhibe
etmektedir. TGF-beta sinyalinin etkilenmesiyle retinal anjiyogenez ve gelisim
esnasinda olgunlagsma gibi bazi fizyolojik siiregler diizenlenmektedir (Weizmann

Institute of Science, 2014).

HTRAL’'nin YBMD’ye neden olmasina iliskin patolojik mekanizmayla ilgili bazi
hipotezler mevcuttur. HTRA1’inekspresyonu YMBD hastalarinda  up-regiile
edilmistir ve goze carpar sekilde Bruch membranda gozlenmektedir(Cameron ve
ark., 2007). HTRAL’in bu fazla ekspresyonunun Bruch membranin yeniden
modellenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir(Conley ve ark., 2006; Leveziel ve
ark., 2007; Sobrin ve ark., 2011)

HTRAL geni 10q.26 lokusu ve YBMD arasindaki iliski, aile baglanti analizleri ve

haritalama (Jakobsdottir ve ark., 2005; Rivera ve ark., 2005) ile tanimlanmasinin

yam sira, GWAS temelli ¢alismalar1 da iceren bir¢ok calismada rapor edilmistir
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(Dewan ve ark., 2006; Yang ve ark., 2006).Bu bolgeyle iliskili genetik analiz
calismalarinda yaklasik 140 kb’lik bir bolgede uzanan ve PLEKHAL, ARMS2 ve
HTRAL genlerini igeren ii¢ gen kiimesi tanimlanmistir (Rivera ve ark., 2005). Bu
genlerden her birinin makula dejenerasyonu ile olas1 biyolojik iliskisinin oldugu
(Fisher ve ark., 2005) ve bu bolgede meydana gelen polimorfizmlerin bu genlerden
birinin fonksiyonunu degistirerek YMBD riskini arttirdigi  6ne striilmiistiir

(Jakobsdottir ve ark., 2005; Rivera ve ark., 2005; Schmidt ve ark., 2006).
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Sekil 2.13:HTRAL geninin kromozomal lokasyonu (Weizmann Institute of Science, 2014).

2.5. Polimorfizm

2003 yilinda insan genom dizisinin tamamlanmasiyla biyomedikal aragtirmalar i¢in
yeni donem baslamistir. Bu durum, genetik varyasyonlarin ve gen ekspresyonunun
tespit edilmesi i¢in yiiksek verimli teknolojilerin gelistirilmesi de dahil olmak iizere
yasam bilimlerinde esi goriilmemis bir ilerlemeyi tesvik etmistir. Genetigin
calisilmas1 “biiylik veri bilimi” haline gelmistir. Genetik arastirmalardaki en biiyilik
hedeflerden birisi yaygin kompleks hastaliklarin anlasilmasi i¢in genetik bilginin
kullanilmasidir. Bu hedefe yonelik ilk 6nemli adim yiizlerce 6zellik ve hastalikla

iligski gosteren binlerce tek niikleotid polimorfizminin (TNP) tanimlanmasi olmustur
(Hofker 2014).

Bir hastaliga ya da hastaliga yatkinliga neden olan DNA dizisindeki varyasyonlar
populasyonda goriilme sikligima gore mutasyon ya da polimorfizm olarak
adlandirilir. Diinyadaki birgok bireyin kromozomlarinda ayni yerde bulunan DNA
dizileri birbirine benzerlik gosterir. Populasyonda iki birey arasinda DNA’nin
yaklasik 1000 b¢ uzunlugundaki herhangi bir kism1 ortalama olarak sadece bir baz
degisimi igerir. DNA dizisindeki varyasyonlar populasyonun %1’inden fazlasinda
meydana geliyorsa polimorfizm, %1’inden daha azinda goriiliiyorsa mutasyon olarak

adlandirilir. Mutasyonlar Mendelyen kalittma uyan nadir tek gen hastaliklarindan
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sorumluyken polimorfizmler daha cok yaygin kompleks genetik bozukluklarla
iliskilidir. DNA dizi varyantlarinin en yaygin tipi TNP’lerdir (Tebbut ve ark., 2007).
TNP’ler insanlarda genetik polimorfizm c¢aligmalari, insan biyolojisi ve hastaliklarin

mekanizmalarini anlamak i¢in essiz firsatlar sunmaktadir (Angata 2014).

YBMD i¢in muhtemel risk faktdrii olan bazi genler, protein i¢inde bir amino asidin
digeriyle yer degistirmesine (substitiisyon) neden olan TNP’leri icermektedir. Bazi
degisimler kodon i¢inde bir bazin degismesinden dolay1 yaygin olarak “missense”
mutasyondan kaynaklanmaktadir. TNP’lerin ¢ok farkli sonuglari vardir. Bu
degisimler valin yerine alanin geg¢mesi gibi protein i¢inde benzeramino asit
degisimlerine neden oluyorsa, bu durum kiiciik bir protein modifikasyonuyla
sonuclanir. Zit olarak, diger substitiisyonlar protein yapisinda modifikasyonla
sonuglanan disiilfit baglarinda artis, hidrofobide ve yiik kapasitesindeki degisimlere
neden olur, sonugta proteinin fonksiyonu ve diger molekiillerle olan etkilesimi
degisir. Bunlardan baska diger iki substitlisyon tipi yaygin degildir fakat potansiyel
olarak missense mutasyonlardan daha yikicidirlar. Birincisi, glutamat gibi bir
aminoasiti kodlayan bir kodonda meydana gelen bir substitiisyon, kodonun stop
kodonu haline gelmesine neden olabilir (nullmutasyon veya nonsense mutasyon). Bu
durum da siklikla ¢ok az bir fonksiyona sahip turunke proteinlerin olusmasiyla
sonuglanmaktadir. Ikincisi, “splice-site” yani kesim bdlgesi mutasyonlaridir. Bu
durumda intronu ekson bdlgesinden ayiran bir bolgede substitiisyon meydana
gelebilir ve bu durum intronik DNA’nin protein sentezine katilmasina ve proteinin

dogal yapisindan ¢ok farkli olusmasina neden olabilir.

Bu tiir genetik degisiklikler populasyon iginde siklikla dogal alelik varyasyonlar
olarak meydana gelir. Genomdaki bu tiir varyasyonlarin pek c¢ok multifaktoriyel
hastalik gibi YBMD ig¢in de risk artisina neden olabildigi veya YBMD’den korunma
saglayabildigi ongoriilmektedir (Mousavi ve Armstrong, 2013).

2.6. Es-zamal PCR Yontemi (Real-time Polymerase Chain Reaction)

Es-zamali PCRyOntemi arastirmalarda ve rutin uygulamalarda niikleik asitlerin

miktar ve karakterizasyonunu belirlemek i¢in altin-standart metod haline gelmistir.
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Es-zamali PCR’nin tipik kullanim1 patojen belirlenmesi, gen ekspresyon analizleri,
TNP analizleri, kromozom aberasyon analizleri ve son zamalarda es-zamanl
immiino PCR ile protein belirlenmesi gibi analizleri i¢ermektedir (Kubista ve
ark.,2006).

SYBR Green PCR Nedir?

Floresan bir boya olan SYBR Green I tiim ¢ift dalli DNA molekiiliine baglanir,
baglandig1 noktada belirli bir dalga boyunda floresan bir sinyal yayar (Sekil 2.14).
SYBR Green I’in emilimi ve yayilmasi sirastyla 494 nm ve 521 nm’de olur ve tim
es-zamanli PCR teknolojilerinde kullanilabilmektedir. SYBR Green | kullanildiginda
belirleme es-zamanli PCR’nin ekstensiyon basamaginda olmaktadir. Sinyal
yogunlugu PCR iriiniiniin artmasiyla her siklusta artmaktadir. SYBR Green
boyasinin kullanilmasi hedefe spesifik etiketli prob sentezlenmesine gerek kalmadan
cok farkli sayida hedefin analiz edilmesini saglamaktadir. Bununla birlikte, spesifik
olmayan PCR iriinleri ve primer dimerleri floresan sinyali etkilemektedir. Bu
nedenle, SYBR Green boyalar1 kullanilirken yiiksek PCR o6zgiilligii gereklidir
(Qiagen, 2014).

SYBR Green

PriV

3'[ 15!

E’é Primer

3 5!

eksitasyon emisyon
NS e NSNS
3 15!

Sekil2.14:SYBR Green PCR prensibi(Qiagen, 2014)
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Prob Temelli PCR Nedir?

Floresan isareti problar sadece istenilen PCR {iriiniinii belirledigi i¢in yliksek
hassasiyete sahip bir belirleme yontemi saglamaktadir. Bununla birlikte, sekansa
spesifik problar kullanilirken PCR &zgiilliigii de ayrica énemlidir. Istenilen PCR
tirlinliniin miktarinda bir azalmaya neden olabilecek spesifik olmayan PCR firiinleri
ve primer dimerleri gibi amplifikasyon artefaktlar1 olusabilir. Reaksiyon bilesenleri
igin spesifik tirlin ve reaksiyon artefaktlari arasindaki rekabet analizin hassasiyet ve
verimliligiyle ayarlanabilir. Asagidaki problar prob temelli PCRyontemindesiklikla

kullanilmaktadir:

TaqMan problari:Sekansa spesifik oligoniikleotid problar1 florofor ve quencher
(baskilayici) bir par¢a igermektedir. Florofor probun 5’ ucuna ve quencer parga 3’
ucuna baglanir. PCR’nin birlestirilmis annealing/ekstensiyon fazinda Taq DNA
polimerazin 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesi sayesinde florofor ve quencer pargalar
birbirinden ayrilir ve prob parcalanir. Bu biriken PCR iiriiniiniin miktariyla orantili

olan ve belirlenebilen bir floresan 1s1mayla sonuglanir (Sekil 2.15) (Qiagen, 2014).

TagMan probu
Fluorofor @)@ Baskilayici
Forward primer SNP bél <
W . PY Olgesi

3/

—_—
! ! Reverse primer

Probun spesifik baglanmasi

PCR sirasinda uzama . .

Probun ayriimasi Spuwy

nt"...‘.I
L@
h N S S S S S—
Flo-r_e_s.ans Ayrilma Uranu
i@ v - - o
‘::._‘.:.' —_~
’ ORIy / /
PCR uranu

Sekil2.15:TagMan problarinin galisma prensibi (Bass ve ark., 2010)
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FRET problari:FRET problarinin temeli enerjinin bir floresan boyadan diger
floresan boyaya taransfer edilmesine dayanmaktadir. Sekansa spesifik olan iki ayri
oligontikleotid floresan olarak isaretlenmistir. Upstream probu 3’ ucunda dondr
molekiile sahipken, downstream probu 5’ ucunda akseptor (alic1) molekiile sahiptir.
Problar dondr (verici) ve akseptor floroforlari birbirine yakinlastiracak sekilde hedef
sekans iizerinde birbirine bitisik sekilde dizayn edilirler (Sekil2.16). Prob bir kez
baglandiginda floroforlar birbirine yaklasir ve bu durum donér florofordan akseptor
florofora farkli bir dalga boyunda sinyal yayan enerji transferini miimkiin kilar. Bu
nedenle sadece her iki prob baglandiginda floresans belirlenebilir. FRET problari
melting curve (erime egrisi) analizlerine izin vermektedir. Genotipleme, TNP
belirlenmesi ve diger mutasyon belirlenmelerinde son derece kullanighdir (Indiamart,

2014).

Alici Donér
3, \5, 3’\ . . .
5 FERRRRRREERR el PEERERRRRER Rt 3’ Hibridizasyon
Alici - Donér
’ \5' 3!\
5 RN RN RNy PEERERRRRRR et 3 Belifgitia
Taq
3’||1|IllIllIlIlllIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIlII 5 i
5’ 3’ Primer uzamasi

Sekil2.16:FRET problarinin ¢aligma prensibi (Eurofins, 2014).

Es-zamanh PCR’de florogenik problar icin kullanilan boyalar: Sekansa spesifik
problarla es-zamanli PCR ig¢in her birinin kendine has emilim ve yayilim aralig1 olan
cesitli floresan boyalar mevcuttur (Tablo2.3). Multipleks ve es-zamanli PCR yapmak
icin segilen boyalarin yayilim spektrumlari birbirinden yeteri kadar uzakta olup,
kullanilan es-zamanli PCR’nin eksitasyon ve belirleme 6zelikleriyle uyumludur. Bu
nedenle, multipleks PCR kurarken herhangi bir sinyal karigimini onlemek igin
miimkiin olan en genis kanal ayrimina sahip boyalar1 kullanmak en iyi uygulamadir

(Qiagen, 2014).
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Tablo2.3:Kantitatif, es-zamanli PCR’de siklikla kullanilan boyalar (Qiagen, 2014).

Boya Maksimum eksitasyon (nm)  Maksimum emisyon (nm)
Fluorescein 490 513
Oregon Green 492 517
FAM 494 518
SYBR Green | 494 521
TET 521 538
JOE 520 548
VIC 538 552
Yakima Yellow 526 552
HEX 535 553
Cy3 552 570
Bodipy TMR 544 574
NED 546 575
TAMRA 560 582
Cy3.5 588 604
ROX 587 607
Texas Red 596 615
LightCycler Red 640 (LC640) 625 640
Bodipy 630/650 625 640
Alexa Fluor 647 650 666
Cy5 643 667
Alexa Fluor 660 663 690
Cy55 683 707
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Ornek Toplanmasi

Calismada, 1125269 numarali “Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu ile Iliskili Baslica
Gen Polimorfizmlerinin Toplumumuzda Incelenmesi” baslikli bilimsel TUBITAK
projesi kapsaminda Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar:
Poliklinigine bagvuran yas tip yasa bagli makula dejenerasyonu tanis1 almis 50 yas
ve lizerinde olan 125 hasta ve 108saglikli bireye ait DNA o6rnekleri kullanilmistir.
Her iki olgu grubuna da tez projesine iliskin bilgi verildikten sonra Afyon Kocatepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
onaylanan goniillii olur formu imzalatilmistir. DNA 6rnekleri genotipleme ¢aligsmasi

igin kullanilincaya kadar-20°C’de saklanmigtir.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

RORArs8034864, CFHrs1329424 ve HTRAL geni rs3793917 polimorfizmlerinin
analizleri i¢in PrimerDesign snpsig (Qiagen, California)Real-Time PCR genotyping
kitleri, ROBOL1 rs1387665polimorfizminin analizi i¢in Type-it®-Fast SNP Probe
PCR (Qiagen, Germany) kiti kullanilmistir. Analizler i¢in kullanilan cihazlar Tablo

3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1:Kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Marka-Model

Rotor Gene Q QIAGEN, Hilden, Germany
Spektrofotometre Nanodrop ND-1000 V.3.7
Santrifiij Combi-spin FVL-2400N biosan
Mikropipetler Thermo

Vorteks Stuart

Buzdolabi Argelik

Derin dondurucu Argelik
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3.3. Genotipleme

RORA rs8034864, ROBOL1 rs1387665, CFH rs1329424 ve HTRAL geni rs3793917
polimorfizmlerinin genotipleme ¢alismasi Real-Time PCR yontemi kullanilarak

yapilmustir.

3.3.1. Test Prensipleri

Real-Time PCR kullanarak double-dye hidroliz problariyla genotipleme: Her
bir genotipleme i¢in, mevcut primer/prob karigimi incelenecek olan her iki genotipe
homolog olan iki isaretli prob icermektedir. Hedef DNA’nin real-time PCR
amplifikasyonu sirasinda problar varyant bolgeye baglanmak icin yarisirlar. DNA
baglanma bdlgesine 100% homolog olan prob Oncelikli olarak baglanir ve PCR
islemi sirasinda floresans bir sinyal verir. Bunu, yabanil tip sekansin bir kanaldan
giiclii bir amplifikasyon sinyali verirken alternatif kanaldan ¢ok zayif bir sinyal
vermesi takip eder. Homozigot varyant 6rnekleri tam olarak zit bir sonug verirler.
Heterozigot 6rnekler her iki alel iizerinde her iki probun da baglanacag bolgeleri
icerdiklerinden her iki kanal boyunca ortada bir sinyal verirler. Bu {i¢ muhtemel
genotip son nokta floresan1 (end point florescence)’nin karsilastirilmasiyla ¢oziiliir.

Bir¢cok donanimda bu analiz otomatik olarak yapilmaktadir.

Pozitif Kontroller: Kitler her iki genotip igin pozitif kontrol kalib1 icermektedir.
Bunlar her iki genotip i¢in kontrol sinyalleri ve paralel 6rnekler olarak calisirlar. Test
sirasinda orneklere dogrudan uygun olan iyi bir pozitif kontrol saglamak i¢in, kontrol

DNA’s1 6rnek DNA’sina benzer kopyada kullanilmalidir.

Negatif Kontroller: Kontaminasyonun olmadigini konfirme etmek igin, kitler her
kullanildiginda negatif kontrol reaksiyonu kurulmalidir. Bu sebeple, RNAaz/DNAaz
icermeyen steril bir su kalip yerine kullanilmalidir. Cikan negatif sonug, islem
kurulurken reaktiflerin kontamine olmadigimi gostermektedir. Eger pozitif bir sonug
gozlenirse islem tekrar edilmelidir. Kontaminasyonun olas1 sebepleri arastirilmali ve

uzaklastirilmalidir.
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Sicaklik Dongiisiit Parametreleri (Thermocycling Parameters):PrimerDesign
genotipleme kitleri i¢in optimum dongii parametreleri iki basamakli dongi
prosediiriine sahiptir. Dongiiniin ilk basamagi optimal PCR amplifikasyonu ig¢in
dizayn edilmistir. Test 6rneklerinin ¢ok diisiik seviyelerde genomik DNA igerdigi
durumlarda (6mn. <1 ng) bu ilk basamaga ilave dongiiler eklenebilir. Dongiiniin ikinci
basamagi prob ayrimi i¢in optimaldir ve bu nedenle yiiksek bir sicakliktadir.

Floresans veri sadece amplifikasyon dongiilerinin bu ikinci basamaginda toplanabilir.

MasterMix Uygunlugu: Uygulama i¢in Precision MasterMix dogru
konsantrasyonlarda enzimler, niikleotidler, tamponlar ve tuzlar1 igermektedir. Primer
ve probun baglanma (annealing) sicakliklari dikkatlice kalibre edilmistir. Reaksiyon

tamponundaki herhangi bir degisiklik testin performansini etkilemektedir.

3.3.2. PrimerDesign Kit icerigi

e Genotip Belirleme Karisimi (Genotyping primer/probe mix) (Kahverengi
Kapak)

e  Yabanil Tip Pozitif Kontrol kalib1 (Wild-type positive control template) (Kirmiz1
kapak)

e Mutant Tip Pozitif Kontrol Kalibi (Mutant positive control template for each
mutation) (Kirmiz1 kapak)

e RNAse/DNAse free water (RNAaz/DNAaz icermeyen steril su) (Beyaz Kapak)

3.3.3. PrimerDesign Kit Protokolii

1. Kitigeriginde bulunan her bir tiip agilmadan dnce santrifiij edildi.

2. Tablo3.2’yegore PrimerDesign kit icerikleri sulandirildi.
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Tablo3.2: PrimerDesign kit igeriklerinin sulandirilmasi

Soliisyon Icerik Miktar
Genotip Belirleme Karigimi Her iki genotipe ait isaretli problar 55 ul
Yabanil Tip Pozitif Kontrol Kalib1 Yabanil Tip Kalip 550 pl
Mutant Tip Pozitif Kontrol Kalib1 Mutant Tip Kalip 550 ul

3. +4°C’de bekletilen soguk blok iizerine 1,5 ml’lik RNAaz/DNAaz i¢cermeyen
tiip ve ¢alisilacak 6rnek kadar 0,1 ml’lik reaksiyon tiipleri yerlestirildi.

4. Yabanil ve mutant tip pozitif kontrol kaliplar1 i¢in 2 adet fazladan 0,1 ml’lik
tip ile kalip icermeyen negatif kontrol i¢in 1 adet fazladan 0,1 ml’lik tiip
hazirlandi.

5. 1,5 ml’lik RNAaz/DNAaz igcermeyen tiipte reaksiyon sayisina gore
Tablo3.3’de verildigi sekilde reaksiyon karigimi hazirlandi.

Tablo 3.3:PrimerDesign reaksiyon karigimi

Soliisyon Reaksiyon basina miktar
2X Prec.i.sion. 'Ma.sterMix (Enzim, niikleotidler, tuzlar, 10 ul
tampon ¢ozelti igerir)

Genotip Belirleme Karigimi 1 ul
DNAaz/RNAaz igermeyen Steril Su 4 ul
Son hacim 15 pul

6. Her bir 0,1 ml’lik reaksiyon tiipiine 15 pl reaksiyon karigimi dagitildi.

7. Analiz edilecek oOrneklerdeki DNA miktar1 (ng) ile kullanilacak pozitif
kontrollerin miktarlarinin benzer oranlarda olmasi i¢in Tablo 3.4’¢ gore
pozitif kontroller sulandirildi.

Tablo 3.4: PrimerDesign pozitif kontrollerin sulandiriimasi

Orneklerdeki DNA miktar Pozitif Kontrol Sulandirma Orani
10 ng 1:25
5ng 1:50
1ng 1:250
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8. 0,1 ml’lik tiiplere dagitilmis her bir reaksiyon karigimi {izerine analiz edilecek
DNA oOrnekleri sirastyla 5’er ul dagitild.

9. Her ¢alismada yabanil ve mutant tip pozitif kontroller ve negatif kontrol
kullanild1. Pozitif kontroller yiiksek kontaminasyon riski icermesinden dolay1
analiz edilecek Orneklerden ve negatif kontrolden sonra 5’er pul pipetlendi.
Negatif kontrol i¢in reaksiyon tiipiinde son miktar 20 pl olacak sekilde 5 pl
DNAaz RNAaz icermeyen steril su eklendi.

10. 0,1’lik tiiplerin  kapaklar1 kapatildiktan sonra 72’lik rotor sepetine
yerlestirildi, sepet Rotor Gene Q cihazina takildi ve ilgili amplifikasyon
protokolii secilerek program baslatildi.

11. RORA rs8034864, CFH rs1329424 ve HTRA1 geni rs3793917
polimorfizmlerine ait amplifikasyon protokolleri Tablo 3.5ve 3.6’da
verilmigtir.

12. Polimorfizmlere iliskin genotip sonuglariallelik discrimination (alelik

ayrilma) prensibine gore belirlenmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.5:RORA rs8034864 ve HTRA1rs3793917amplifikasyon protokolii

Basamak Siire Sicakhik
Enzim
] 8 dak 95°C
Aktivasyonu
Denatiirasyon 10 san 95°C
10 dongii .
Ekstensiyon 60sn 60°C
Denatiirasyon 10sn 95°C
Ekstensiyon
35 dongii )
(Veri 60sn 68°C
Toplanmasi)
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Tablo 3.6:CFH rs1329424 amplifikasyon protokolii

Basamak Siire Sicakhik
Enzim Aktivasyonu 8 dak 95°C
Denatiirasyon 10 san 95°C
10 dongii )
Ekstensiyon 60sn 60°C
Denatiirasyon 10sn 95°C
35 dongii Ekstensiyon
60sn 66°C

(Veri Toplanmas1)

3.3.4. Type-it®-Fast SNP Probe PCR Kit icerigi

e Forward primer

e Reverse primer

e  Yabanil tip prob20Xsmmss—=s=3iX hazirlaniyor

e Mutant tip prob
e PCR Master Mix, 2x
e RNAaz/DNAaz i¢cermeyen steril su

3.3.5. Type-it®-Fast SNP Probe PCR Kit protokolii

1. Kitigeriginde bulunan her bir tiip agilmadan dnce santrifiij edildi.

2. Tablo 3.7°ye gore kit igerikleri sulandirildi.

Tablo 3.7:Type-it®-Fast SNP Probe PCR kit i¢eriklerinin sulandirilmasi

Soliisyon Miktar
Forward primer 405 pl
Reverse primer 558 ul
Yabanil tip prob 430 pl
Mutant tip prob 206 pl

3. Tablo 3.8’e gore 20x primer-prob mix hazirland
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Tablo 3.8:20x primer-prob mix hazirlanmasi

Soliisyon Miktar
Forward primer 18 ul
Reverse primer 18 ul
Yabanil tip prob 4 ul
Mutant tip prob 4 ul
Son hacim 44 ul

4. +4°C’de bekletilen soguk blok iizerine 1,5 ml’lik RNAaz/DNAaz icermeyen
tiip ve calisilacak 6rnek kadar 0,1 ml’lik reaksiyon tiipleri yerlestirildi.

5. Negatif kontrol i¢in 1 adet fazladan 0,1 mI’lik tiip hazirlandi.

6. 1,5 ml’lik RNAaz/DNAaz igermeyen tiipte reaksiyon sayisina gore
Tablo3.9’daverildigi sekilde reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3.9:Type-it®-Fast SNP Probe PCR kit reaksiyon karisimi

Soliisyon Reaksiyon basina miktar
Type-it®-Fast SNP Probe PCR Master Mix, 2x 12,5 ul
20xprimer-prob mix 1,25 ul
DNAaz/RNAaz igermeyen Steril Su 4,25

Son hacim 18 ul

7. Her bir 0,1 mI’lik reaksiyon tiipiine 18 ul reaksiyon karisimi dagitildi.

8. 0,1 ml’lik tiiplere dagitilmis her bir reaksiyon karigimi {lizerine analiz edilecek
DNA o6rnekleri sirasiyla 2’ser pl dagitildi.

9. Her calismada negatif kontrol kullanildi. Negatif kontrol i¢in reaksiyon
tiiptinde son miktar 20 pl olacak sekilde 2 ul DNAaz RNAaz i¢cermeyen steril
su eklendi.

10. 0,1°1lik tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra 72’lik rotor sepetine
yerlestirildi, sepet Rotor Gene Q cihazina takidi ve ilgili amplifikasyon

protokolii se¢ilerek program baslatildi.
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11. ROBO1 rs1387665 polimorfizmine ait amplifikasyon protokolleri Tablo
3.10°da verilmistir.
12. Polimorfizmlere iliskin genotip sonuglar1 allelik discrimination (alelik

ayrilma) prensibine goére belirlenmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.10:ROBO1 rs1387665amplifikasyon protokolii

Basamak Siire Sicaklik
Enzim Aktivasyonu 10 dak 95°C
Denatiirasyon 20 sn 95°C
10 dongii Ekstensiyon 30sn 55°C
20 sn 72°C
Denatiirasyon 20 sn 95°C
40 dongii Ekstensiyon 60 sn 55°C
(Veri Toplanmasi) 20 sn 72°C
wild "
=S " Mutant
;“' » : PO
' ” > " Heterozigot
goo—*&'tzt.);sagg::ooooooooooooooooocoo

15 x P x
Cytlo

Sekil 3.1:ilgili polimorfizmlere iliskin genotiplerin allelik discrimination (alelik ayrilma)
prensibine gore belirlenmesi

44



3.3.6. istatistiksel Analizler

Istatistikanalizleri SPSS 18.0 programui kullanilarak yapilmistir. RORA rs8034864,
ROBOL1 rs1387665, CFH rs1329424 ve HTRAL geni rs3793917 polimorfizmlerine
ait allel ve genotip sikliklart'YBMD hastalar1 ve saglikli kontrollerdex? testi ile

karsilastirilarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genotip verileri

Calismamizda, klinik olarak yas tip yasa bagli makula dejenerasyonu tanisi almig
olan hastalarda (125, ort. yas=74,34+6,75) ve saglikli kontrollerde (108,
ort.yas=74,46+8,57)RORA geni rs8034864, ROBO1 geni rs1387665, CFH geni
rs1329424 ve HTRAL/ARMS2 geni 153793917 polimorfizmlerine iliskin
genotiplemeler yapilmigtir. Polimorfizmlere iliskin bazi veriler Tablo 4.1’de

verilmigtir.

Tablo4.1:rs8034864, rs1387665, rs1329424 ve rs3793917 polimorfizmlerinin YBMD ile
genotipik iligkisi

Risk alel frekansi
) Risk  Yabaml YBMD
TNP Gen Kromozom Pozisyon ) Kontrol
aleli alel hasta

rs8034864 RORA 15 Intron T G %26,8 %33,65
rs1387665 ROBO1 3 Intron A G %47,6 %42,11
rs1329424 CFH 1 Intron T G %54 %39,2
rs3793917 HTRAL/ARMS2 10 Intergenik G C %53,6 %26,17

4.1.1. RORA geni rs8034864 polimorfizmine ait genotip ve alel frekanslar:

RORA geni rs8034864 polimorfizminin genotip ve alel frekanslart 125 yas tip
YBMD hastast ve 104saglikli kontrolde incelenmistir. RORA geni rs8034864
polimorfizmi insanda GG, GT ve TT olmak iizere ii¢ farkli genotip seklinde
bulunmaktadir. Kontrol grubunda GG genotipine sahip birey sayis1 48 (%46,2), GT
genotipine sahip birey sayis1 42 (%40,4) ve TT genotipine sahip birey sayis1 14
(%13,5) olarak, YBMD hasta grubunda, GG genotipine sahip birey sayist 68
(%54,4), GT genotipine sahip birey sayis1 47 (%37,6) ve TT genotipine sahip birey
sayist 10 (%8) olarakbulundu. Hasta ve kontrol gruplari X° testi
kullanilarakistatistiksel olarak karsilastirildiginda genotip frekanslart agisindan fark

gozlenmedi (P>0.05) (Tablo 4.2).
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Tablo4.2:Kontrol ve YBMD grubunda RORA geni rs8034864 polimorfizmine ait genotip
frekanslarmin dagilinm

Genotip Kontrz’glléirubu YBMD rI]—|:alsé[g Grubu p

GG 48 (%46,2) 68 (%54,4)

GT 42 (%40,4) 47 (%37,6) 0,288
TT 14 (%13,5) 10 (%8)

Kontrol grubunda G alelinin frekansi 138 (%66,35) ve T alelinin frekansi 70
(%33,65) olarak, YBMD hasta grubunda G alelinin frekans1 183 (%73.2) ve T
alelinin frekans1 67 (%26.8) olarak bulundu. RORA geni rs8034864 polimorfizmine
ait G ve T alel frekanslar1 X’testi kullanilarak analiz edildi. iki grubun alel frekanslari

arasinda fark yoktu (P>0.05)(Tablo 4.3).

Tablo4.3:Kontrol ve YBMD grubunda RORA geni rs8034864 polimorfizmine ait alel
frekanslarmin dagilimi

Alel Kontrz’glz(()%rubu YBI\:I]EZ(;Orubu p OR (95% CI)
G 138 (%66,35) 183 (%73.2) s 0.7218
T 68 (%33.65) 67 (%26.8) ' (0.4832-1.782)

4.1.2. ROBOL1 geni rs1387665 polimorfizmineait genotip ve alel frekanslari

ROBO1geni rs1387665 polimorfizminin genotip ve alel frekanslart 125 yas tip
YBMD hastasi ve 108 saglikli  kontrolde incelenmisti. ROBO1geni
rs1387665polimorfizmi insanda GG, GA ve AA olmak iizere ii¢ farkli genotip
seklinde bulunmaktadir. Kontrol grubunda GG genotipine sahip birey sayist 37
(%34,3), GA genotipine sahip birey sayis1 51 (%47,2) ve AA genotipine sahip birey
sayist 20 (%]18,5) olarak, YBMD hasta grubunda, GG genotipine sahip birey sayisi
32 (%25,6), GA genotipine sahip birey sayis1 67 (%53,6) ve AA genotipine sahip
birey sayisi 26 (%20,8) olarak bulundu. Hasta ve kontrol gruplari X testi
kullanilarakistatistiksel olarak karsilastirildiginda genotip frekanslari agisindan fark

gozlenmedi (P>0.05) (Tablo 4.4).
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Tablo4.4:Kontrol ve YBMD grubunda ROBO1 geni rs1387665polimorfizmine ait genotip
frekanslarmin dagilinm

Genotip Kontri)l Grubu YBMD I—|_asta Grubu p
n=108 n=125

GG 37 (%34,3) 32 (%25,6)

GA 51 (%47,2) 67 (%53,6) 0,353

AA 20 (%18,5) 26 (%20,8)

Kontrol grubunda G alelinin frekanst 125 (%57,87) ve A alelinin frekanst 91
(%42,13) olarak, YBMD hasta grubunda G alelinin frekans1 131 (%52,4) ve A
alelinin frekansi 119 (%47,6) olarak bulundu. RORA geni rs8034864 polimorfizmine
ait G ve A alel frekanslari Xtesti kullamlarak kontrol ve hasta grubu arasinda

karsilastirildiginda fark yoktu (P>0.05) (Tablo 4.5).

Tablo4.5:Kontrol ve YBMD grubunda ROBO1 geni rs1387665polimorfizmine ait alel
frekanslarmin dagilimi

Kontrol Grubu YBMD Grubu

0)
Allel 16 (=950 P OR (95% ClI)
G 125 (%57,87) 131 (%52,4) - 12478
A 91 (%42,13) 119 (%47,6) (0.8646-1.8007)

4.1.3. CFH geni rs1329424 polimorfizmineait genotip ve alel frekanslari

CFH geni rs1329424polimorfizminin genotip ve alel frekanslar1 125 yas tip YBMD
hastas1 ve 102 saglikli kontrolde incelenmistir. CFH geni rs1329424 polimorfizmi
insanda GG, GT ve TT olmak iizere li¢ farkli genotip seklinde bulunmaktadir.
Kontrol grubunda GG genotipine sahip birey sayist 35 (%34,3), GT genotipine sahip
birey sayisi 54 (%52,9) ve TT genotipine sahip birey sayist 13 (%12,7) olarak,
YBMD hasta grubunda, GG genotipine sahip birey sayis1 27 (%21,6), GT genotipine
sahip birey sayist 61 (%48,8) ve TT genotipine sahip birey sayis1 37 (%29,6) olarak
bulundu. Hasta ve kontrol gruplari genotip frekanslari agisindan x* testi

kullanilarakkarsilastirildiginda aralarinda fark gézlendi (P<0,05) (Tablo 4.6).
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Tablo4.6: Kontrol ve YBMD grubunda CFH geni rs1329424 polimorfizmine ait genotip
frekanslarmin dagilinm

Genotip Kontri)l Grubu YBMD H_asta Grubu p
n=102 n=125

GG 35 (%34,3) 27 (%21,6)

GT 54 (%52,9) 61 (%48,8) 0,005

1T 13 (%12,7) 37 (%29,6)

Kontrol grubunda G alelinin frekans1 124 (%60,78) ve T alelinin frekans1 80
(%39,22) olarak, YBMD hasta grubunda G alelinin frekansi 115 (%46) ve T alelinin
frekansi 135 (%54) olarak bulundu. CFH geni rs1329424 polimorfizmine ait G ve T
alel frekanslari X’testi kullanilarak kontrol ve hasta grubu arasinda karsilastirildiginda
aradaki fark 6nemli bulunmustur (P<0.001698, OR= 1.8196, % 95 Cl= 1.2502-
2.6483) (Tablo 4.7).

Tablo4.7:Kontrol ve YBMD grubunda CFH geni rs1329424polimorfizmine ait alel
frekanslarinin dagilimi

Kontrol Grubu YBMD Grubu

Allel O o o P OR (95% CI)
G 124 (%6078 115 (%46

( ) (%40) 0.001274 1.8196
T 80 (%39.22) 135 (9654) (1.2502-2.6483)

4.1.4.HTRA1 geni rs3793917 polimorfizmine ait genotip ve alel frekanslari

HTRAlgeni rs3793917geni polimorfizminin genotip ve alel frekanslar1 125 yas tip
YBMD hastasti ve 107 saglikli kontrolde incelenmistir. HTRA1 geni
rs3793917polimorfizmi insanda CC, CG ve GG olmak iizere ii¢ farkli genotip
seklinde bulunmaktadir. Kontrol grubunda CC genotipine sahip birey sayist 62
(%57,9), CG genotipine sahip birey sayis1 34 (%31,8) ve GG genotipine sahip birey
sayist 11 (%10,3) olarak, YBMD hasta grubunda, CC genotipine sahip birey sayisi
33 (%26,4), CG genotipine sahip birey sayis1 50 (%40) ve GG genotipine sahip birey
sayist 42 (%33,6) olarak bulundu. Hasta ve kontrol gruplari genotip frekanslari
agisindan X’testi kullanilarakkarsilagtirildiginda aralarinda fark gozlendi (P<0,05)
(Tablo 4.8).
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Tablo4.8:Kontrol ve YBMD grubunda HTRA1geni rs3793917 polimorfizmine ait genotip
frekanslarmin dagilim

Kontrol Grubu YBMD Hasta Grubu

Genotip n=107 n=125 P
cc 62 (%57,9) 33 (%26,4)

cG 34 (%31,8) 50 (%40,0) 0,005
GG 11 (%10,3) 42 (%33,6)

Kontrol grubunda C alelinin frekanst 158 (%73,83) ve G alelinin frekansi 56
(%26,17) olarak, YBMD hasta grubunda C alelinin frekans1 116 (%46,4) ve G
alelinin frekans1 135 (%53,6) olarak bulundu. HTRA1geni rs3793917polimorfizmine
ait C ve G alel frekanslar1 x’testi kullanilarak kontrol ve hasta grubu arasinda

karsilastirildiginda fark gézlenmistir (P<0.0001) (Tablo4.9).

Tablo4.9: Kontrol ve YBMD grubunda HTRAL geni rs3793917 polimorfizmine ait alel
frekanslarmin dagilim

Kontrol Grubu YBMD Grubu o
Allele o214 vy P OR (95% Cl)
C 158 (%73.83) 116 (%46.4) 39502
<0.0001 2.1994-4.8298
G 56 (%26.17) 134 (%53.6) (2.1994-4.8298)
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5 TARTISMA

5.1. YBMD ile RORArs8034864 ve ROBOL1 rs1387665 polimorfizmlerinin iliskisi

RORA ve ROBOL1 genleri YBMD ig¢in aday genler olarak gosterilmektedir (Silveria
ve ark., 2010; Schaumberg ve ark. 2010; Jun ve ark., 2011). RORA geninin sirkadyan
ritimlerin patolojisine, kemik gelisimine, koni hiicrelerinin gelisimine, hiicresel
metabolizmaya  katildigi  rapor  edilmistir  (Jetten,  2009).  ilaveten,
bagisiklik/inflamasyon, anjiyogenez, lipid ve kolesterol metabolizmasi gibi YBMD
ile potansiyel iliskili oldugu diisliniilen birgok siirece dahil oldugu bildirilmistir
(Besnard ve ark., 2001; Anderson ve ark., 2002; Besnard ve ark., 2002; Klein ve ark.,
2003; Conley ve ark., 2005; Hageman ve ark., 2005; Boukhtouche ve ark., 2004;
Boukhtouche ve ark., 2006; Zhu ve ark., 2006; Lau ve ark., 2008). Linkaj analizleri,
iligkilendirme c¢aligmalart ve ekpresyon analizleri RORA geninin  YBMD

patogenezine dahil oldugunu gostermistir (Silveria ve ark., 2010).

Schaumberg ve ark. (2010) RORA geninin 1. intronunda bulunan ve bizim de
calistigimiz rs8034864 polimorfizmini igeren 18 polimorfizmi incelemisler ve
rs8034864 polimorfizminin neovaskiiler YBMD riski ile 6nemli bir iligkisinin
olmadigimi bildirmislerdir (OR= 1,07; 95% CI = 0,78-1,45). Benzer olarak bizim
calismamizda da, RORA geni rs8034864 polimorfizmine ait G ve risk T aleli
frekanslar1 kontrol ve hasta grubu arasinda karsilastirildiginda fark bulunmamistir
(OR= 0.72; 95% Cl = 0.48-1.78). Ilaveten, hasta ve kontrol gruplari genotip

frekanslar1 agisindan degerlendirildiginde fark gézlenmemistir.

Silveria ve ark. (2010) RORA geninin 1. Intronunda bulunan ve rs8034864’ii de
iceren bazi varyantlar1 degerlendirmisler ve bu varyantlarin ne tek basina ne de
haplotipin bir pargas1 olarak neovaskiiler YBMD ile 6nemli bir iligkisinin olmadigini
bildirmislerdir. RORA geninin 1. Intronunda bulunan varyantlarmn goriinen
fonksiyonel bir degisiklige neden olmasalar bile, fonksiyonel bir etkiye katkida
bulunabilecek sekans degisikligine, susturucu veya c¢ogalticilar (silencer ve

enhancers) gibi modifiye elemanlarda insersiyon ve/veya delesyonuna veya
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transkriptin kesiminde bir degisiklige neden olabilecegi one siiriilmiistiir (Gabriel ve

ark., 2002; Margulies ve Birney, 2008; Armengol ve ark., 2008).

Schaumberg ve ark (2010) RORA 'min diizenledigi genler araciligiyla veya indirekt
olarak RORA’y1 diizenleyen genler araciligiyla neovaskiiler YBMD gelisiminin

etkilendigini 6ne siirmiistiir.

Jun ve ark. (2011) RORA ve ROBO1 gen ekpresyonlarinin yas tip YBMD
hastalarinda down-regiile oldugunu bildirmisler ve bu iki gen arasindaki etkilesimin
hem yas tip hem de kuru tip YBMD’de 6nemli olabilecegini 6ne stirmiislerdir. RORA
geninin DNA yanit elemanlar1 5° yoniinde AT’ce zengin bir bdlge icerir ve
koaktivatorlerle birlikte hedef genin transkripsiyonunu degistirir (Wang ve ark.,
2010). RORA ve ROBOL1 genleri arasindaki istatistiki iligkilendirme ve etkilesim
biyoinformatik taramalarla konfirme edilmis ve normal fare makulasinda kromatin
immiinopresipitasyon analizleri ve qRT-PCR ile yapilan deneysel c¢alismalarla
kesinlik kazanmistir (Jun ve ark., 2011). Aymi ¢aligmada arastirmacilar ROBO1
geninde bulunan 19 polimorfizmi hem yas tip hem de kuru tip YBMD hastalarinda
incelemis ve en onemli ROBO1 polimorfizminin yas tip i¢in rs1387665 oldugunu
rapor etmislerdir (P=0,0028; OR:1,18; 95% CI. 1,02-1,37). Ancak bu sonuglara zit
olarak bizim g¢alismamizda yas tip YBMD hastalar1 ve saglikli kontrollerin alel ve

genotip frekanslari karsilastirildiginda herhangi bir fark gozlenmemistir.

YBMD ile iliskilendirilen CFH, HTRA1 ve ARMS2 genlerinden farkli olarak giincel
literatiir incelendiginde RORA ve ROBO1 genleri ve YBMD arasindaki iliskiye dair
¢ok az ¢alismanin oldugu gozlenmektedir. RORA ekspresyonunun neovaskiiler AMD
ile iliskili olup olmadiginin belirlenmesi i¢in daha sonraki ¢alismalarda sadece RORA
seviyelerinin degil neovaskiilarizasyon siirecine dahil olan retinanin cesitli hiicre
tipleri ve hiicrelerde eksprese olan spesifikRORA transkriptlerinin de biiyiik hasta
gruplarinda incelenmesi gerektigi one siiriilmiistiir. {laveten fare gibi bir model
sistemde RORA geninin ekspresyonundaki eksikligin fonksiyonel sonucunun
degerlendirilmesinin YBMD gibi bir retinal hastaliktaki rolii i¢in bilgilendirici

olabilecegi kanisina varilmistir (Silveria ve ark. 2010).
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Sonu¢ olarak RORA iligkili yolaklarin ve gen networklerinin incelenmesinin
YBMD’nin patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasini saglayabilecegi 6ne stirtilmiistiir
(Silveria ve ark. 2010). YBMD’ye dahil olan genlerdeki varyantlarin belirli alellerini
tagtyan bireylerin klinik seyrini degistirebilecegi bildirilmistir. ROBO1 varyantlarinin
kuru ve yas tip YBMD riskini etkileyebilecegi ve ROBO1’in YBMD riski iizerine
olan etkisinin belki de RORA varyantlariyla diizenlendigi one siiriilmiistiir (Jun ve
ark. 2011).

5.2.YBMD ile CFH geni rs3793917 polimorfizminin iliskisi

CFH(kompleman faktér H), viicudun bakteriler ve diger mikroorganizmalar
karsisinda ilk immiin savunmasina dahil olan bir proteini kodlamaktadir (Bok, 2005).
Alternatif kompleman yolaginin major inhibitoriinii kodlayan CFH genindeki
varyantlar YBMD gelisimindeki bir riskle iligkilendirilmektedir. YBMD genetigi
ileilgili 6nemli bir gelisme, 2005 yilinda CFH gen polimorfizmleri ve hastalik
arasinda gii¢lii bir iligkinin tanimlanmasidir (Edwards ve ark., 2005, Hageman et al.,
2005, Haines ve ark., 2005, Klein ve ark. 2005).YBMD ig¢in ilk yatkinlik geni olarak
tanimlanan CFH’m  birgcok  ¢alismada  geografik atrofi ve  koroidal
neovaskiilarizasyonla iliskili oldugu gosterilmistir (Edwards ve ark., 2005, Hageman
et al., 2005, Haines ve ark., 2005,Klein ve ark. 2005, Li ve ark., 2006, Magnusson ve
ark., 2006, Maller ve ark., 2006). Kafkas populasyonunda YBMD i¢in artmis riskle
iliskilendirilen CFH genindeki varyantlara isaret eden c¢alismalar kompleman
sisteminin hastaliktaki 6nemine kanit olusturmustur (Klein ve ark. 2005, Hagemann
ve ark. 2005).

Holliday ve ark. (2013) yaptiklar1 meta-analiz ¢alismasinda CFH rs1329424 (OR[T]
= 1,41, 95% CI: 1.33-1.50, P= 1,5X10'31) polimorfizminin de dahil oldugu bir¢ok
polimorfizmin erken YBMD i¢in 6nemli bir risk olusturdugunu bildirmislerdir.
Calismamizda kontrol grubunda CFH rs1329424 polimorfizmi G alelinin frekansi
%60,78 ve T alelinin frekans1 %39,22 olarak, YBMD hasta grubunda G alelinin
frekans1 %46 ve T alelinin frekanst %54 olarak bulundu. T risk aleli hasta grubunda
onemli derecede yiiksekti (P<0.0015, OR= 1.82, % 95 Cl= 1.25-2.65). Ilaveten,

kontrol ve hasta gruplarinda rs1329424 polimorfizmine ait genotip dagilimlar
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acisindan onemli fark gézlenmistir (P=0,005). Bu sonuglar ¢alisma grubumuzdaki
yas tip YBMD hastalarinin risk aleli T’yi kontrollere gore dnemli derecede daha
fazla tasidigini gostermektedir. Holliday ve ark (2013) calismalarinda rs1329424
polimorfizminin erken YBMD ig¢in risk olusturdugunu bildirmis olmalarina ragmen
bizim g¢alisgmamizda kullandigimiz ileri tip YBMD’ye dahil olan yas tip YBMD
hastalarinda da risk alelinin yiiksek ¢ikmasi bu polimorfizmin hem erken hem de ileri
tip YBMD i¢in biiyiik risk teskil ettigini géstermektedir. Chen ve ark. (2010), 2157
YBMD hastasi ve 1150 saglikli kontrolle yaptiklar1 ¢alismada, CFH geni rs1329424
polimorfizmi ile YBMD arasinda gii¢lii bir iliski rapor etmislerdir (P=2.3x10®). Tian
ve ark. (2012), CFH geni rs1329424 polimorfizminin Cin populasyonunda
YBMD’ye yatkinlik acisindan risk olusturdugunu bildirmislerdir.

YBMD ile iligkili CFH varyantlari, RPE ve koroidal hiicreleri alternatif yolagin
diizenledigi kompleman savunma igin silirekli bir risk altinda tutmaktadir. Bu
bulgular YBMD patolojisinin birincil olarak makulada ortaya ¢ikmasiyla uyumludur
ve kompleman aktivasyonu Bruch membrandaki druzen olusumu icin anahtar bir

olay olup Bruch membran biitiinliigiiniin bozulmasi neovaskiiler YBMD ile iliskilidir

(Chong ve ark., 2005).

CFH’in 6nemli fonksiyonel sitelerinde bulunan tanimlanmis varyasyonlarin YBMD
ile 1liskili risk haplotipleri olduklar1 ve CFH proteininin davranigini degistirerek
immiin sistemin kompleman yolagindaki roliinii engelledigi disiinilmektedir. TNP
degisimlerinin CFH proteininin kompleman fragmenti C3b veya C reaktif proteinine,
sialik aside veya heparine baglanmasini degistirmis olabilecegi, benzer olarak bu
varyasyonlarin CHF proteini ile antijenler arasindaki etkilesimi degistirdigi, belki de
RPE gibi lokal dokular1 enfeksiyona yatkin hale getirdigi one siiriilmektedir (Bok,
2005).

Kompleman sistemin fonksiyon dis1 kalmasi lokal doku hasariyla sonuglanmakta
Ozellikle bu durum c¢ok degerli olan bobrek glomerullerinde ve retinal makulada
meydana gelmektedir (Bok, 2005). Chong ve ark. (2005) elastik olan Bruch

membranin tercihen makular bolgede inceldigini gostermislerdir. Bu ince tabakanin
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devam eden inflamasyonla bozulmasi neovaskiiler membranlarin olusumunu da
iceren lezyon olusumu karsisinda neden makulanin tercih edildigini agiklamaktadir.

CFH riskli haplotiplerinin enfeksiyoz ajanlar veya immiin kompleksler, nefritik
faktorler, amiloid-B peptid veya kolesterol gibi alternatif yolagin diger atipik
aktivatorlerinin bir kombinasyonuyla birlikte kalitilmasi bir kisinin YBMD’ye olan
yatkinligini arttirmaktadir. Kompleman sisteme dahil olan molekiillerin ve onlarin
diizenlenmelerinin belirlenmesi, YBMD veya diger inflamasyon temelli hastaliklar
icin erken tani testlerinin ve terapotik uygulamalarin gelistirilmesi i¢in onemli bir

hedef olarak goriilmektedir (Bok, 2005).

5.3.YBMD ile HTRAL geni rs3793917 polimorfizminin iliskisi

Baglant1 analiz ¢aligmalar1 10q.26’da bulunan ve YBMD’ye yatkinlikta temel olan
locilerden birine isaret etmektedir (Majewski ve ark., 2003; Seddon ve ark., 2003;
lyengar ve ark., 2004; Kenealy ve ark., 2004; Weeks ve ark., 2004). 10q9.26 lokusu
ve YBMD arasindaki iliski, aile baglanti analizleri ve haritalama (Jakobsdottir ve
ark., 2005; Rivera ve ark., 2005) ile tanimlanmasimin yani sira, GWAS temelli
caligmalar1 da igeren bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Dewan et al. 2006, Yang et
al. 2006). Benzer olarak, 10q.26 bolgesinin YBMD’ye yatkinlikta ikinci temel
genetik belirleyici oldugu belirtilmistir (Jakobsdottir ve ark., 2005; Rivera ve ark.,
2005; Schmidt ve ark., 2006; Maller ve ark., 2006). Bu bolgeyle iligkili genetik
analiz calismalarinda yaklasik 140 kb’lik bir bolgede uzanan ve PLEKHAL, ARMS2
ve HTRA1 genlerini igeren ii¢ gen kiimesi tanimlanmistir (Rivera ve ark., 2005). Bu
genlerden her birinin makula dejenerasyonu ile olasi biyolojik iliskisinin oldugu
(Fisher ve ark., 2005) ve bu bolgede meydana gelen polimorfizmlerin bu genlerden
birinin fonksiyonunu degistirerek YMBD riskini arttirdigi  6ne stirtilmiistiir

(Jakobsdottir ve ark., 2005; Rivera ve ark., 2005; Schmidt ve ark., 2006).

10q.26 bolgesindeki genlerden hastaliga yatkinlig1 tetikleyen genin hangisi oldugu
tartismalidir (Fritsche ve ark., 2008). Ozellikle bu tartisma, ARMS2 (Jakobsdottir ve
ark., 2005; Rivera ve ark., 2005) ve HTRAL genleri hakkindadir (Dewan et al. 2006,
Yang et al. 2006). Ciinkii hem HTRA1 hem de ARMS2 genlerindeki polimorfizmlerin
sik1 bir baglant1 dengesizliginde (Linkage disequbrilium) oldugu bir¢ok ¢aligmada
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bildirilmigtir (Fritsche ve ark., 2008; DeWan ve ark., 2006; Kaur ve ark., 2008;
DeAngelis ve ark.; 2007; Hughes ve ark., 2007; Lu ve ark., 2007; Yoshida ve ark.,
2007). Bu nedenle istatistiksel olarak bu iki genin ayirmak ve her bir genin YBMD
etiyolojisine olan etkisini anlamak zor olmaktadir (Richardson ve ark. 2010). HTRA1
ve ARMS2 genleri arasinda bulunan rs3793917 polimorfizmi HTRA1 geninin
yaklagik 1300 b¢ upstream bolgesindedir. Bizim c¢alismamizda, yas tip YBMD
hastalar1 ve kontroller HTRAL rs3793917 polimorfizmi genotip frekanslar1 agisindan
karsilastinldiginda  aralarinda  6nemli fark gozlenmistir (P<0,05). ilaveten
rs3793917polimorfizmine ait C ve G alel frekanslari x°testi kullanilarak hasta ve
kontrol grubu arasinda karsilastirildiginda aradaki fark Onemli bulunmustur
(P<0.0001; OR= 3,26; %95 Cl= 2,1994-4,8298). Sonuglarimiz daha 6nce yapilmis
caligsmalarla uyumludur.

Richardson ve ark. (2010) 10qg.26 boyunca bulunan polimorfizmlerin YBMD ile
iligkili oldugunu ve YBMD ile en yiiksek iliski gosteren polimorfizmin rs3793917
oldugunu bildirmistir (OR= 3,45; %95 Cl= 2.36-5,05).

ARMS2 ve HTRA1 genleri arasindaki bolgede bulunan rs10490924, rs3750848,
del443ins54, rs3793917, rs11200638 ve rs932275 polimorfizmlerinin YBMD ile
yiiksek derecede iliskisi oldugu gosterilmis ve tek bir risk haplotipini olusturdugu
oOne siirtilmistiir (Fritsche ve ark., 2008). Ayni ¢alismada rs3793917 polimorfizminin
YBMD ile yiiksek iliskisi oldugu (OR= 1.80; P<7.82x10") bildirilmistir.

Holliday ve ark. (2013) yaptiklar1 meta-analiz calismasinda
HTRA1/ARMS2lokusundaki rs3793917 (OR[G] = 1.43, 95% CI: 1.34-1.54, P=
4.3x10%% polimorfizminin de dahil oldugu bir¢ok polimorfizmin erken YBMD i¢in
onemli bir risk olusturdugunu bildirmistir. Chen ve ark. (2010) rs3793917
pollimorfizminin risk alel sikligin1 hastalarda %37,1 ve kontrollerde %16,4 olarak
bulmuslardir (OR=3.40; 95% CI: 2.94, 3.94, P = 4.1X10_60). Bizim ¢alismamamizda
hastalarda G risk alel siklig1 %53,6 ve kontrollerde %26,17 olarak tespit edilmistir
(OR=3.26; 95% CI: 2.20-4.83; P<0,0001). Tian ve ark. (2012), HTRA1 geni
rs3793917 polimorfizminin YBMD ig¢in yatkinlik olusturdugunu rapor etmistir.
Kopplin ve ark. (2010), ARMS2 ve HTRAL’nin ilk intronunu igeren 14 kb’lik bir
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bolgeyi taramis ve YBMD ile iliskili olabilecek haplotipleri test etmislerdir. Siklig
%1°den fazla olan alt1 haplotip arasindan rs10490924, rs3750848 ve rs3793917’yi
iceren bir risk haplotipi tamimlamislardir (OR= 2.6; P=1,91x10™). Bu risk
haplotipinde bulunan bu ii¢ polimorfizmin ARMS2’nin RNA ve protein
ekspresyonunu etkileyen insersiyon/delesyon polimorfizmleri oldugu ve dogrudan

YBMD ile iligkili oldugu bildirilmistir.

Fritsche ve ark. (2008), bu insersiyon/delesyon polimorfizmlerinin poliadenilasyon
sinyalini kaldirarak ve mRNA turnoverin1 yonettigi bilinen 54 b¢’lik bir elementi
ekleyerek dogrudan transkripti etkiledigini ve ARMS2’nin mitokondri iligkili yolaklar

araciligryla YBMD’de anahtar bir rolii oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Gelecekte yapilacak olan polimorfizm calismalariyla hastaliga yatkinliga en fazla
etkisi olan risk aleli ve gen (ARMS2 veya HTRAL) kesinlesebilecektir. ARMS2
proteininin fonksiyonel analizlerinin yam1 sira, 10q.26’da bulunan cesitli
haplotiplerin YBMD f{izerine fenotipik etkisine odaklanarak bu bolgenin baglanti
yapisinin belirlenmesi i¢in daha biiyiik ve birbirinden ayr1 populasyonlar ¢aligilmasi
gerektigi One sirilmistir (Hadley ve ark., 2010). Bununla birlikte, bu bolgenin
HTRA1L geninin veya komsu genlerin promotdrleri tizerinde etkisi olan ve YBMD’ye
yatkinligr etkileyen elementler icerip icermediginin belirlenmesi gerektigi

bildirilmistir (Richardson, 2010).

YBMD ile iligkilendirilen CFH, HTRAL ve ARMS2 genlerinden farkli olarak giincel
literatiir incelendiginde RORA ve ROBO1 genleri ve YBMD arasindaki iliskiye dair
¢cok az c¢alismanin oldugu gozlenmektedir. Son dort yilda yapilmis olan bu
caligmalar, bu genler ile YBMD arasindaki olas1 iligki {izerine ilk wverileri
barindirmaktadir. Yeni baglayan bu ¢alismalar icinde RORA ve ROBO1 genlerine ait
incelenmis onlarca polimorfizm bulunmakta olup, bizim calistiklarimiz sadece bu
genlere ait birer polimorfizmi teskil etmektedir. Diger genlerle yaptigimiz ¢alisma
sonuglara gore YBMD hasta ve kontrol gruplarimizin son derece selektif oldugu,
literatlirle uyumlu sonuglar almamizla konfirme edilmistir. Ancak ¢alistigimiz RORA

ve ROBO1 polimorfizmlerine ait alel ve genotip sonuglar1 bakimindan hasta ve
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kontrol arasinda fark ¢ikmamasi, bu genlerin hastalik iizerinde etkisinin olmadigini
gostermez. Belirttigimiz ilizere yapilan tarama calismalariyla RORA ve ROBO1
genlerinde YBMD riski ile iligkili olabilecegi dngoriilen onlarca polimorfizm tespit
edilmistir. Belki de ¢alistigimiz YBMD hastalar1 bizim degerlendirmedigimiz RORA
ve ROBOL1 polimorfizmlerinin bazilarimin risk alellerini bulundurmaktadir. Sonug
olarak bu genler ve iliskili polimorfizmlerin hangisinin YBMD riskini arttirdigini
tespit etmek i¢in ¢ok genis hasta gruplarinda bu genlere ait bir¢ok polimorfizmin

degerlendirilmesi gerekmektedir.

Giincel literatiir degerlendirildiginde CFH rs1329424 ve HTRA1 rs3793917
polimorfizmleri ile YBMD arasinda giiclii bir iliski bulunmaktadir. Rapor edilmis
tim calismalar bu yoOndedir. Bizim c¢alisma bulgularimiz da bu iliskiyi
desteklemektedir. Goreceli olarak kiigiik bir ¢aligma grubu ile elde ettigimiz bu
bulgular CFH rs1329424 ve HTRA1 rs3793917 polimorfizmlerinin  YBMD
patogenezinde ¢ok onemli bir rol oynadigim gostermektedir. Ilaveten, dzellikle bu
genlere ait bu polimorfizmlerin iilkemizde ilk defa degerlendirilmis olmasi da

literatiire katk1 bakimindan ayrica 6nem teskil etmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada RORA rs8034864, ROBOL1 rs1387665, CFH rs1329424 ve HTRAL geni
rs3793917 polimorfizmleri ile yas tip YBMD hastaligi arasindaki iliski hasta ve
kontrol grubundaki genotip ve alel frekanslarinin dagilimma bakilarak
degerlendirilmistir. Calisma bulgularimiza gore:

o CFH rs1329424 ve HTRA1 rs3793917 polimorfizmlerinde hasta ve kontrol
gruplar arasinda alel frekanslar agisindan fark belirlenmis, zit olarak RORA
rs8034864 ve ROBO1 rs1387665 polimorfizmlerinde hasta ve kontrol
arasinda alel frekanslar1 agisindan fark belirlenmemistir.

e (alisma sonuclarimiza gore hastaliga en fazla yatkinlik olusturan risk alelinin
HTRAL rs3793917 G aleli oldugu belirlenmistir. Bu aleli CFH rs1329424 G

aleli takip etmektedir.

Calisma sonuglarinin, yas tip YBMD tanist alan hastalarin ailelerine hastaliga
yatkinlik acgisindan  bilgilendirici  olacagi disiiniilmektedir. Cilinkii YBMD
multifaktoriyel etiyolojiye sahip kompleks bir hastalik olmasina ragmen herediter
ozelligi patogenezinde major bir risk faktoriidiir. YBMD ilerledikge fizyolojik etkisi
artmakta, bunu takiben hayat kalitesi diismektedir. Bu durum hastalarin hem
kendileri ve hem de yakinlar1 i¢in yikici etkiler yaratmaktadir. Bundan dolayi
hastaligin erken teshisi ve teshisi takiben izlenmesi i¢in potansiyel koruyucu

tedbirlerin arastirilmas: 6nemlidir.

Genetik yatkinlik alelleri bir bireyin YBMD’ye olan yatkinligini tahmin etmede
kullanilabilir. Ancak YBMD’ye yatkinlik alellerinin rutin tanida kullanilmasindan
once mutlaka populasyon temelli genis kapsamli caligmalarla degerlendirilerek

konfirme edilmesi 6nerilir.
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OZET

Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu (YBMD) elli yas ve lizeri kisilerde retinanin
merkezi olan makula luteay: etkileyen ilerleyici ve dejeneratif bir hastaliktir.2020
yilinda diinya tlizerinde 80 milyon insanin YBMD’den etkilenmis olacagi tahmin
edilmektedir.Geri doniisiimsiiz gorme kaybinin birincil sebebi olan YBMD
multifaktdriyel etiyolojiye sahip kompleks bir hastalik olup genetik predispozisyonu
patogenezinde major bir risk faktoriidiir. Bugiline kadar bircok gen YBMD’nin
gelisme riskindeki bir artisla iliskilendirilmistir. ilerlemis YBMD yas tip (veya
neovaskiiler)YBMD ve kuru tip (veya Geografik Afrofi) YBMD olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir.Calismamizda RORA geni rs8034864, ROBOL1 geni rs1387665, CFH
geni rs1329424 ve HTRAL geni rs3793917 polimorfizmleriyas tip YBMD tanisi
almis 125 hasta ve 108 kontrolde degerlendirilmistir. YBMD’ye yatkinlik
olusturdugu diistiniilen ¢alistigimiz gen polimorfizmlerine ait risk alel frekanslari
hastalarda %?26,8 ile %54 arasinda, kontrollerde ise %33,65 ile %42,11 arasinda
degigsmektedir. CFHrs1329424 ve HTRAL1rs3793917 polimorfizmlerinde hasta ve
kontrol arasinda alel frekanslari acisindan istatistiksel fark bulunmakta
(siras1yla,P=0,001698, OR= 1,82; P<0,0001, OR=3,26;), zit olarak RORA rs8034864
veROBO1rs1387665 polimorfizmlerinde hasta ve kontrol arasinda alel frekanslart
acisindan  istatistiksel fark bulunmamaktadir (sirasiyla;P=0,110995, OR=
0,72;P=0,236724, OR= 1,25). Hasta ve kontrol gruplar1 genotip frekanslari agisindan
degerlendirildiginde de CFH rs1329424 ve HTRAL rs3793917 polimorfizmlerinde
hasta ve kontrol arasinda genotip frekanslar1 agisindan istatistiksel fark bulunmakta
(P<0,05), z1it olarak RORA rs8034864 ve ROBOL1 rs1387665 polimorfizmlerinde
hasta ve kontrol arasinda genotip frekanslar1 agisindan istatistiksel fark
bulunmamaktadir (P>0,05).

Calisma sonuclarimiz degerlendirildiginde CFH rs1329424 ve HTRAL rs3793917
polimorfizmlerinin literatiir verileriyle uyumlu olarak yas tip YBMD ile onemli
derecede iliskili oldugu gozlenmistir. RORA rs8034864 ve ROBO1 rs1387665
polimorfizmleri ile yas tip YBMD arasinda 6nemli iliski gozlenmemistir.

Anahtar  Kelimeler: YBMD, RORA  rs8034864, ROBO1rs1387665,
CFHrs1329424,HTRA1rs3793917, polimorfizm, makula
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ABSTRACT

Age Related Macular Degeneration (AMD) is a progressive and degenerative disease
that effect central retina, macula lutea, in individuals older than fifty years. It is
expected that 80 million people will be effected from AMD by the year of 2020.
AMD is the leading cause of irreversible blindless and it is a complex disorder with a
multifactorial etiology, and genetic predisposition is a major risk factor in its
patogenesis. To date, severalgeneshave been associatedwith an increasedrisk of
developingAMD.Advanced AMD is divided into two late stages, exudatif (or
neovascular)AMD and dry (or geographic athropy) AMD. In our study, RORA
rs8034864, ROBO1 rs1387665, CFHrs1329424 andHTRAL gene rs3793917
polymorphisms were evaluated in 125 patients diagnosed with neovascular AMD
and 108 controls. The risk allele frequencies of studied gene polymorphisms vary
between 26,8% and 54% in patients and vary between 33,65 % and 42,11 %in
controls. There is statistically significant differences between patients and controls in
terms of allele frequencies of CFHrs1329424 and HTRA1rs3793917 polymorphisms
(respectively, P=0,001698, OR= 1,82; P<0,0001, OR=3,26). On contrary to this,
there is no statistically significant differences between patients and controls in terms
of allele frequencies of RORA rs8034864 and ROBO1rs1387665 polymorphisms.
Beside, there is statistically significant differences between patients and controls in
terms of genotype frequencies of CFHrs1329424 and HTRA1rs3793917
polymorphisms (P<0,05), on contrary to this there is no statistically significant
differences between patients and controls in terms of genotype frequencies of RORA
rs8034864 andROBO1rs1387665 polymorphisms (P>0,05).

As a result, consistentwith the literature data, there is significant association between
neovascular AMD and CFH rs1329424 and HTRAL rs3793917 polymorphisms. But
there is no association between neovascular AMD andRORA rs8034864 and
ROBO1rs1387665 polymorphisms.

Keywords: AMD, RORA rs8034864, ROBO1rs1387665, CFHrs1329424,
HTRA1rs3793917, polymorphism, macula.
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