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RESIM LiSTESI

1. Renkli fundus goriintiistinde makulanin topografik anatomisinin sematik gésterimi.
2. Optik koharens tomografi goriintiisiinde, retinanin histolojik tabakalanmasi ve fovea

ile olan iligkisi.
3. Retinanin Tabakalar1
4. Bruch membrani (kirmizi ok) igten disa; RPE basal laminasi, i¢ kollagen tabaka,
elastin lifler, dis kollagen tabaka, koryokapillaris basal laminasi.
5. Retinanin hiicresel tabakalari
6. Retinanin topografik haritasinda kon ve rodlarin dagilimi. Rod yogunlugu optik diskin
de disindan gegen genis bir dairesel alanda bulnurken L ve M konlar foveal pitte
yogunlagmaktadir.
7. Rod ve Con Morfolojik Goriintiisii. BB, Basal Cisim; C, Connecting Stalk; Ce, Sentriol;
IS, i¢ Segment; M, Mitekondri; NR, Nukleus Bolgesi ; OS, Dis Segment; SR, Siaptik
Bolge; SV, Sinaptik Vezikiil.
8. Retinanin néronal organizasyonu; soda perifer retina sagda foveal alan
gosterilmektedir.
9. Rod ve konlarin sinaptik bolgeleri rodlarin bipolar ve horizontal hiicrelerle tek triadi
(baglant1) varken konlarin birden fazla sinaptik triadi mevcuttur.
10. Foveanin histolojik goriiniimii.
11. ON-Off Yollari.
12. Retinanin ¢esitli hiicre gruplarinin bulundugu tabakalari1 sematize eden bir ¢izim.C,
Kon; R, Rod; BC, Bipolar Hiicreler; HC, Horizontal Hiicre; AC, Amakrin Hiicreler; GC,
Ganglion Hiicresi; MC, Miiller Hiicresi (Miiller hiicreleri retinanin eksternal limitan
membranindan internal limitan membranina dek uzanmaktadir).
13. Primer gérme korteksinin 6 tabakasi.
14. Sematik ¢izimde santral retinal arter dallarinin ILM altinda seyri ve sinir lifi tabakasi
ile i¢c niikleer tabakada bulunan yiizeyel ve derin kapiller aglar goriilmekte (kirmizi
oklar). Altta ise RPE altinda fenestrali koryokapillaris kapillerleri seciliyor (beyaz ok).
15. Sematik c¢izimde, optik vezikiilden optik ¢ukurluga ve ¢ok katli retinal yapiya gecis

gosterilmektedir.



16. Vitrenin gbz i¢i dokularla ilikisini gosteren sematik ¢izim. BS: Berger boslugu, CC:
Cloquet kanali, M:Martegiani bolgesi, WL: Wieger ligamani, VB: Vitre bazi,
AH:Anterior hyaloid.

17.Kollagen demetlerinin organizasyonu ve Na-hyaliironat molekiilleriyle iliskisi.

18. Sag gozde ERM (A: renkli fundus, B: ERM’ye bagli damarlarda distorsiyon, C: FFA’

da gec¢ fazda artan makula 6demi).

19. Fundus fotografinda travmaya sekonder gelismis evre 3 ERM, makular pucker.

20. Bir numarali Amsler grid kartinda ¢izgilerdeki dalgalanmalar hasta tarafindan kartin

lizerine ¢izilmistir.

21. A M-Charts testi, B hasta tarafindan 0,6°’lik noktalardan olusan dogru iizerinde

metamorfopsinin kayboldugu belirtilmistirmistir.

22.ERM (pucker)

23.Posterior prekortikal vitre paketi sematik goriiniim; arka vitre likefiye olarak arka

kutbun 6niinde optik bosluk olusturmaktadir, vitreal korteks ise halen retinal yiizeye
yapisiktir.

24. Sag gozde ERM’nin red free fundus resmi.

25.0KT’nin sematik olarak calisma prensibi goriilmektedir. Referans ayna-ayristirict

mesafesi degistirilerek farkli derinlikte retinal dokulara ait farkli fazdaki dalgalar referans

1sinla karsilastirilabilir.

26.Normal bir gézde herbir lineer makiila taramasinda OKT, retina kalinligin1 hesaplar.

Bunun i¢in ¢izilen siirlarin uygunlugu kontrol edilmelidir.

27.Sagliklt bir gozde, makula taramasinda; ayni goziin Stratus OKT (solda), ¢ok yiiksek

¢Oziiniirliiklii OKT (ortada) ve sOKT (sagda) ile elde edilen goriintiileri gériilmektedir.

28. Retina i¢ ylizeyinde ERM’ye ait hiperreflektif band, retinal kalinlagma.

29.Soldan saga; infiizyon setinin ve cerrahi giris yerlerinin trokarlar yardimiyla

transkonjunktival yerlesimi ( KOUGH operasyon goriintiilerinden alinmistir. ).
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Kontrol grubuna ait K2 vitreus orneginin ¢oktiirme sonrast ve oOncesi bir
boyutlu jel elektroforezi goriintiisii

HASTA VE KONTROL COKERTME SONUCLARI

Kontrol ve hasta havuzu o6rneklerinin bir boyutlu jel elektroforezi goriintiisii.
Her kuyucuga 10 pg protein yiiklenmistir

2D jel goriintiisii: pH3-10 aralifinda protein dagilimini ve sayisim belirlemek
amaciyla yapilmis 7cm’lik 2D jel goriintiisii. (M: Unstained Protein Molecular
Weigth Marker, ThermoScientific, CatN026610)

11 em’lik genis jellerde ve pH 3-10 araliinda calisilmis jellerin PDQuest
Advance yazilimi ile analizi

Her bir grup icin elde edilen 2D jel goriintiileri ve regiilasyon goriilen ve kesilip
tanimlanan proteinlerin jel iizerindeki pozisyonlari

Hasta ve kontrol grubunda protein spotlarinin yakin-¢ekim resimleri
Proteinlerin molekiiler fonksiyon O6zellikleri baz alinarak yapilan PANTHER
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analiz sonucu
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AP-1 : Aktivator Protein 1
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OZET
IDIYOPATIK EPIRETINAL MEMBRANI OLAN HASTALARDA VITREUS
ORNEKLERINDEKI PROTEIN ICERIGININ DEGERLENDIRILMESI

Amac ve Kapsam: Idiyopatik Epiretinal Membrani olan hastalarda hastaligin olasi
patogenezi ve yeni tedavi yontemleri gelisimi konusunda protein iceriginin protemik yolla

incelenmesi hedeflenmistir.

Gerec ve Yontem: Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Géz Hastaliklari A.D. Retina
departmaninda Mayis 2017-Agustos 2018 tarihleri arasinda idiyopatik epiretinal membran
tanisiyla pars plana vitrektomi uygulanacak 12 hastanin 12 goézii ve kontrol grubu olarak da
herhangi sitemik hastalig1 olmayan 12 hastanin 12 gozii ¢calismaya dahil edildi.

Iki gruptan da steril sartlarda ve kontamisyona dikkat edilerek vitreus érnekleri alinarak
proteomiks analizi yapildi.

Bulgular: ERM ve saglikli kontrol grubunun vitreus 6rneklerinin yapilan karsilagtirmali

proteom analizinde 24 protein spotunda regiilasyon varligi tespit edilmistir. Kontrol
grubuna gore c¢alisma  grubunda Alpha-1-antitrypsin, Vitamin D-binding protein,
Complement C3, Complement C4-B, Complement C4-A, Retinol-binding protein 4, Beta-
crystallin B2, 1g kappa chain C region, Beta-crystallin S, Alpha-crystallin B chain, Alpha-
1-antichymotrypsin, Opticin diizeylerinde azalma, Alpha-1-antitrypsin , Lambda-crystallin
homolog , Alpha-2-HS-glycoprotein , Pigment epithelium-derived factor , Transthyretin ,
Prostaglandin-H2 D-isomerase , Apolipoprotein A-1 , Glutathione peroxidase 3 , Beta-
crystallin A3 , Zinc-alpha-2-glycoprotein , Apolipoprotein A-1V , Ig gamma-1 chain C
region diizeyinde artma goriildii.
Sonug¢: Elde edilen veriler, yapilan biyoinformatik analizler ile birlestirildiginde ERM
gelisiminde rol alan inflamatuar mediyatorler disinda bahsettigimiz proteinlerin de etkili
olabilecegi goriilmiistiir. Bu yapisal proteinlerin segici regililasyonunun etyopatolojide yeni
fikirler verebilecegi gibi buna bagli olarak da tedavi modaliteleri gelistirme konusunda da
umut 15181 olabilecegi diisiiniilmektedir. ERM’ nin giintimiizdeki tedavisi ve ERM tanili
insan vitreus modellerinin proteomiks calismalarinin literatiirdeki sayilari siirhdir. Bu
sebeple bu galismanin literatiire katkisi olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: epiretinal membran,proteomiks,vitreus
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ABSTRACT
EVALUATION OF PROTEIN CONTENT IN VITREOUS
EXAMPLES IN PATIENTS WITH IDIOPATHIC EPIRETINAL MEMBRANE

PURPOSE: The aim of this study is to investigate the likely pathogenesis of the disease
and new treatment modalities related with protein content in patients with idiopathic

Epiretinal Membrane.

METHODS:

In Kocaeli University Faculty of Medicine Ophthalmology of the retina department
between May 2017 and August 2018 with the diagnosis of idiopathic epiretinal membrane
who  underwent pars plana vitrectomy 12 eyes of 12  patients,
and 12 eyes of 12 patients without any systemic disease as control group were included in
the study.

In both groups, vitreous samples were taken under sterile conditions and proteomics
analysis was performed.

RESULTS: By comparative proteome analysis of the vitreous samples of ERM and

healthy control group, the presence of regulation in 24 protein spot was determined.

In the ERM group, Alpha-l-antitrypsin, Vitamin D-binding protein, Complement C3,
Complement C4-B, Complement C4-A, Retinol-binding protein 4, Beta-crystallin B2, Ig
kappa chain C region, Beta-crystallin S, Alpha-crystallin B chain, Alpha-1-
antichymotrypsin, Opticin levels decreased compared to the control group.

In the ERM group,Alpha-1-antitrypsin , Lambda-crystallin homolog , Alpha-2-HS-
glycoprotein , Pigment epithelium-derived factor , Transthyretin , Prostaglandin-H2 D-
isomerase , Apolipoprotein A-l1 , Glutathione peroxidase 3 , Beta-crystallin A3 , Zinc-
alpha-2-glycoprotein , Apolipoprotein A-1V , Ig gamma-1 chain C region levels increased
compared to the control group

CONCLUSION: The data obtained, combined with the bioinformatics analyzes, showed
that the proteins we mentioned other than the inflammatory mediators involved in the

development of ERM may also be effective.Selective regulation of these structural proteins

Xii



may give new ideas in the etiopathology, and it may be hoped that there will be hope for
developing treatment modalities. The current treatment of ERM and the proteomics studies
of human vitreous models diagnosed with ERM are limited in the literature.

The current treatment of ERM and the proteomics studies of human vitreous models
diagnosed with ERM are limited in the literature. Therefore, we believe that this study will

contribute to the literature.

KEYWORDS: epiretinal membrane, proteomix, vitreous
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1.GIRIS

1.1 Giris ve Amag

Son donemde vitreoretinal cerrahi alaninda hizla ilerleyen teknolojik gelismeler ve
vitreustan o6rnek alimmin mimkiin hale gelmesi retinal yiizey hastaliklarinin tani ve
tedavisinde yol gosterecek olan gelismeler kaydettirmistir. Bu gelismeler beraberinde o
giine kadar miimkiin olamayan histopatolojik ¢alismalara imkan tanimis olup Ozellikle
vitreoretinal ylizey hastaliklarinin patofizyolojisi, tedaviye cevabi1 ve karakteristik
Ozelliklerini anlamaya yardimci olmustur.

Retinal yiizey hastaliklarinin aydinlatilmasi, retina ve vitreus hakkinda fizyolojik ve
patolojik stireclerle ilgili, birbirleriyle dogrudan ilintili degerli bilgilerin ortaya ¢ikmasi
anlamima da gelmektedir. Epiretinal membran olusumu mekanizma olarak vitreomakiiler
traksiyon sendromu ve makular delik olusumuna benzerlikler gostermekte, siklikla diabette
ve retina dekolmaninda goriilen proliferatif membranlarla histopatolojik olarak ortak
slireglere sahiptirler. Bu nedenle epiretinal membran patofizlojisini anlamak, genis bir
cergevedeki retinal hastaliklarin olusum ve ortaya c¢ikis mekanizmasini anlamada ve

olabilecek yeni tedavi ya da profilaksi yontemleri gelistirmede yardimei olmaktadir.

Epiretinal membranlar; makula bolgesine yerlesik, damardan yoksun, fibroselliiler yapiya
sahip anormal ¢ogalmalar olarak tanimlanmaktadir. Makuler pucker, makular burusukluk,
selofan makulopati, epimakuler membran, preretinal makuler fibrozis gibi farkh
isimlendirmeleri mevcut olup ayni zamanda bu isimlendirmeler hastaligi evrelendirmede
de kullanilmaktadir (1,2,3) Epiretinal membranlar altta yatan nedene goére primer ve
sekonder olarak adlandirilmaktadirlar. Epiretinal membranin olusumunda herhangi bir
etyolojik faktér mevcut degilse primer veya idiyopatik epiretinal membran seklinde
tanimlanmaktadir. Genellikle 50 yas iizeri hastalarda saptanmakta olup prevalansi 60 yas
altindaki bireylerde %2, 70 yas lizeri bireylerde ise %12 oraninda bildirilmektedir.
Epiretinal membran yavas seyirli bir hastalik olup bazen yillarca ayni evrede
kalabilmektedir. Hastalarda gérme azalmasi, makropsi, mikropsi veya metamorfopsi
sikayetlerine yol acabilir (4). Yapilan fundus muayenesi ile bu membranlar
saptanabilmektedir. Ayrica fundus floresein anjiografi, optik koherans tomografi,

kirmizidan yoksun fundus fotograflar1 bu membranlari tespit etmede ve retina yiizeyindeki



yapisal bozulmalar1 ortaya koymada yardimcidir. Yapilan g¢alismalar gostermistir ki

epiretinal membran olusumu inflamatuar basamaklari igermektedir.(5)

Proteomiks, ¢ok genel anlami ile RNA-protein iliskisini agiklamaya ¢alisan, hiicre ve
dokular1 olusturan proteinlerin ifade bulmalar1 sirasindaki post-transkripsiyonal
modifikasyon ve translasyon sirasinda olusan degisiklikler ile ilgilenen bir bilim
dalhidir.(6). Calismamizda, Idiyopatik epiretinal membran (iERM ) tanis1 alan hastalardan
ve saglikli kontrol gruplarinin vitreus orneklerinde protein analizi yardimiyla epiretinal
membran patofizyolojisini aydinlatmayi1 ve buldugumuz bulgularla yeni tedavilere 11k

tutabilmeyi amacliyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1 RETINA ANATOMISI [4-11]

Noral tiipten kdken alan retina, merkezi sinir sisteminin bir pargasidir. Gorsel bilginin ilk
olarak elde edildigi yerdir. Insan viicudundaki tiim duysal verinin %80’inin retinal
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Yaklasik 2500mm?2 alana sahip olan retinanin arka kutbunda bulunan makula, retinanin
gérme fonksiyonu i¢in en 6nemli bolgesidir. Makula, temporal arkatlar arasinda 5-6mm
caphh alanda yer alir. Makulanin merkezi 1,5mm’sinde (1 optik disk capinda) fovea

bulunur. En yiiksek gorme keskinliginin oldugu bolge foveadir (Resiml).

Resim 1: Ustte en icte (1) foveola ( 0.33 mm ), (2) 1.5 mm ¢apinda fovea , (3) 0.5 mm eninde
anniiler zon olan parafovea, (4) 1.5 mm eninde anniiler zon yapisi ile klinik makulanin en
periferinde perifovea bulunmaktadir. Altta ise foveolar alanda gangliyon, sinir lifi, i¢ niikleer
ve i¢ peksiform tabakalarin olmadig: secilmektedir.

Fovea optik diskten yaklasik 4mm (2,5 disk ¢ap1) mesafede ve 0,8mm daha asagida yer
alir. Foveanin clivus adli simir1 geng eriskinlerde ve g¢ocuklarda goriilen halkasal 151k

reflesinin olusumunu saglar.

Foveanin ortasindaki retinal damar igermeyen bolgeye foveal avaskiiler zon denir.
Foveanin merkezindeki 0,35mm c¢apli bolge foveola’dir. Cogu hastada foveola, yaklasik
500um capinda olan, foveal avaskiiler zon igerisinde yer alir. Foveoladaki kii¢iik ¢ukurluga

umbo denir (Resim2).
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Resim2: Optik koharens tomografi gortinttstinde, retinamn histolojik tabakalanmas: ve fovea ile olan iligkisi.

Foveayi ¢evreleyen 0,5mm ¢apli parafoveal bolgede ganglion hiicre kati, i¢ niikleer kat ve
dis pleksiform kat en kalindir.

Retina Onde ora serratadan baslayarak arkada optik diske dogru uzanir. Papillomakiiler
demet bolgesi en kalin, fovea ve ora serrata en ince oldugu yerlerdir. In vivo kosullarda
retina seffaf renkli bir yapidir. Arka kutup bolgesi yogun miktarda, sari1 renkli karotenoid
pigmenti olan, ksantofil igermesi nedeniyle makula lutea olarak anilmaktadir. Koroid
damarlar igerisindeki kanin, fundusa turuncu-kirmizi rengini verdigine inanilir. Fundus
muayenesinde RPE igerisindeki artmis pigment nedeniyle fovea diger yapilardan daha

koyu renkli goriintir.

2.1.1 Retinanin Katmanlari:

Retina, vitreden skleraya dogru su katlardan olusmaktadir (Resim3).



Retina Pigmen Epiteli
Rod ve Konlarin Tabakasi

Dis Limitan Membran

Dis niikleer Tabaka

Dis pleksiform Tabaka

p;"‘ -'." .. = Py i oo (o b, X --.
P e ey R .
s ande W X2y 1 ic nikleer Tabaka
-+ 'y e T ALY 1L
7

Ic pleksiform Tabaka

Ganglion Hiicresi Tabakas:

g+ ®Sa P e 0 s MgoTe s
re . - i g A 3 Optik Sinir Lifleri Tabakast

10 I¢ Limitan Membran
@ Elsevier, Gartner & Hatt; Cokor Tadbook of Histology 3E - wiw studentoonsult com

Resim3: Retinanin tabakalan

a. Internal limitan membran:

(ILM) retina ve vitre arasindaki yapisal baglantiy1 temsil eder. Periyodik asit schiff
(PAS) pozitif bir membrandir. Diiz bir i¢ (vitreal) membran1 ve Miiller hiicrelerinin plazma
membrani ile yakin pozisyonda yerlesen diizensiz retinal yiizeyi vardir. ILM ve miiller
hiicrelerinin yakin iliskisi ILM’nin bu hiicrelerden olustuguna isaret eder. ILM’ nin
kalinlig1 ora serrata yakinlarinda vitreus bazinda 50 nm, ekvatorda 300 nm, arka kutupta
900 nm ve foveada yaklasik 15 nm kadardir [12].

Dikkat ¢ekici olan nokta ILM’nin inceldigi vitre baz1 ya da fovea gibi bolgelerde
ILM ile wvitreal korteks arast siki baglantilar bulunmasidir. Foos ve ark.
elektronmikroskopik incelemelerde ayrica vitre bazi, ekvator ve foveada ILM ile Miiller
hiicrelerinin sitoplazmalar1 arasinda sik1 baglant1 plaklar1 gostermislerdir [13].

Klinik olarak vitreomakiiler yiizey hastaliklarinda bu sik1 baglantilar sayesinde arka
hyaloidin ILM’ye uyguladig1 tanjansiyel ya da on-arka kuvvetlerin retinal degisikliklere
yol actig1 diisliniilebilir [1,14].



b. Sinir Lifi Kati:

Ganglion hiicrelerinin aksonlarindan olusur. Optik disk kenarinda en kalin (20-30um)
olan sinir lifi tabakasi perifere dogru incelerek devam eder. Gangliyon hiicrelerinin
aksonlar1 0,6-2um kalinlikta olup, intraretinal seyirleri boyunca myelinsizdirler. Ancak
optik disk lamina cribrosasindan gegtikten sonra myelin kilifla sarilirlar. Bu nedenle optik
sinir lamina cribrosa’dan sonra ¢ap olarak genisler. Retina geneline bakildiginda optik sinir
basina uzanan aksonlar en kisa mesafeyi katedecek sekilde dizilmisken foveanin
temporalinden gelen aksonal demetler foveanin etrafin1 dolasacak sekilde arkuat fibrilleri
olusturarak optik diske ulasirlar. Makuladan ¢ikip optik diske uzanan liflerin toplamina ise
“papillomakiiler band” adi verilir.

c. Ganglion Hiicre Kati:
Ganglion hiicre ve yer degistirmis amakrin hiicrelerden olusur.

d. i¢ pleksiform kat:
Bipolar hiicreler amakrin hiicreler ve ganglion hiicrelerle sinaptik iletisim kurar.
e. I¢ Niikleer Kat:

Horizontal hiicre, bipolar hiicre ve amakrin hiicrelerin gévdeleri ve Miiller hiicreleri

bulunur.

f. D1s Pleksiform Kat:
Fotoreseptorler, horizontal hiicre ve bipolar hiicrelerle sinaptik iletisim kurar. Rod ve
konlarin terminal uglar1 yap: itibariyle birbirlerinden farkli olup, rod sonlanmalart oval
yapilari nedeniyle ‘sferiil’, kon sonlanmalar1 ise genis ve ayaksi uzamimlar geklinde

olduklarindan ‘pedikiil’ olarak adlandirilir.

g. Dis Niikleer Kat:
Fotoreseptorlerin hiicre gdvdeleri bulunur.
h. Di1g Limitan Membran:
Miiller hiicreler ile fotoreseptorlerin zoniiler birlesim yeridir.

1. Fotoreseptorkati:

Rod ve konlarin i¢ ve dis segmentlerini igerir.



I. Retina Pigment Epiteli (RPE):

Insan goziinde yaklasik 4-6 milyon RPE hiicresi bulunmaktadir. RPE hiicre kat1 optik
sinirde baslar, ora serrataya uzanir, 6nde silier cismin pigment epiteli olarak devam eder.
Hiicre yogunlugu fovea santralinden perifere gidildikce azalir.

RPE hiicrelerinin apikal yiizeyindeki mikrovilluslar fotoreseptor dis segmentleriyle
temastadir (bir RPE hiicresi yaklasik 30-45 fotoreseptore karsilik gelir). RPE tabani alttaki
Bruch membranina sikica yapisiktir. RPE melanin graniilleri igerir, bunlar makulada en az
periferde en yiiksek yogunluktadir. RPE ile retina arasinda subretinal aralik bulunurken

optik disk ve ora serrata da siki yapisiklik s6z konusudur.

Bruch Membranai:

RPE’nin bazal membrani, i¢ gevsek kollajenoz kat, orta elastik lif kat1, dis gevsek

kollajenoz kat ile koryokapilleris endotelinin bazal membranindan olusmaktadir (Resim4).

, Resim4: Bruch membran: (kirmizi ok) icten disa; RPE basal laminasy, i¢

kollagen tabaka, elastin lifler, dis kollagen tabaka, koryokapillaris basal laminasi.
"

Koroid: Vaskiilarize ve pigmente bir dokudur, anteriorda ora serratadan posteriorda optik
sinire kadar uzanir. Koroid, optik sinire ve RPE katina sikica yapisiktir, ora serratada silier

cisme doniisiir.



e 2.1.2 Retinay1 Olusturan Hiicreler ve Fonksiyonlar: [4,15-19]
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ResimS: Retinanin hiicresel tabakalar:

a. Rodlar: Fotoreseptordiir; dis segment, i¢ segment, nukleus ve sinaps pargalarindan olusur.
Rodlar, karanlik ve alacakaranlik kosullarina 6zellesmistir. Rod yonetimli gérmede renk
gorme yoktur. Rod/kon orani 20/1°dir. Foveanin 350um ¢apli boliimiinde bulunmazlar.

Foveanin 20 derece ¢evresindeki anniiler bolgede en yiiksek yogunluga ulasirlar.

Resim6: Retinanin topografik
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20-100 rod bir bipolar hiicreyle, bipolar hiicre de tek ganglion hiicre ile temas eder.

Rodun sinaptik boliimii olan sferiilii yaklasik 2um c¢apindadir. Sferiil, glutamat igeren
sinaptik vezikiillere sahiptir. Rod i¢ segmenti 2 parcaya ayrilir; distaki ellipsoid kisim fazla

miktarda mitokondri, igteki kisim ise bol miktarda kollajen icerir (Resim7).

0s os

Resim7: Rod ve Con Morfolojik Gériintiisii. BB, Basal Cisim; C,
Connecting Stalk; Ce, Sentriol; IS, I¢ Segment; M, Mitekondri; NR,
Nukleus Bolgesi ; OS, Dig Segment: SR, Siaptik Bélge: SV, Sinaptik
Vezikiil.

Dis segmentler 2 hafta icinde tamamen yenilenir. Rod dis segmentlerinde yiizlerce disk
bulunur, icerdikleri proteinin %901 rodopsin olusturur. Opsinden baska fotoreseptore
0zgii spesifik adenozin trifosfat baglayici kaset transporter (ABCR), membran bariyerinden
farkli substratlarin gecisinde gorev alir.

Periferin/rds ve Rom1, adezyon molekiilleri olup dis segmentteki diskleri birbirlerine
ve plasma membranina baglarlar. Rod dis segmentinde yiliksek diizeyde bulunan
dokozahekzaenoik asit fotonlarin abzorbe edilmesini ve gorsel uyarilma i¢in uygun
mikrogevre olusturulmasini saglar.

b. Konlar:
Konlar roddan daha biiyiiktiir, dis segmente dogru daralir. Aydinlikta yiiksek gorme
keskinligi ve renkli gorme saglar. Foveada kon yogunlugunun en fazla olmasi hassasiyeti

artirir. Damarsal yapi, rod ve mavi kon foveada bulunmaz.

Arka kutupta herbir kon tek bir bipolar hiicre ile baglanirken bu bipolar hiicre de tek bir
ganglion hiicresi ile sinaps yapar. Bu sayede gérmenin ilk 3 ndronu birbirleri ile birebir

iliski kurmus olur (Resim8).



Resim8: Retinanin ndronal organizasyonu;

N AJAAR ) S0 soda perifer retina sagda foveal alan
gosterilmektedir,
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Insan retinasinda yaklasik 5 milyon kon bulunmaktadir. 561nm, 530nm ve 430nm
dalga boyundaki 1s1ga hassas konlar sirastyla kirmizi, yesil ve mavi kon siniflarini
olusturur. Konlarin sinaptik boliimiindeki pedikiiller, diger rodlarla, konlarla, horizontal ve

bipolar hiicre progesleri ile sinaps yapar (Resim9).
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Resim9: Rod ve Konlarin sinaptik bolgeleri

rodlarin bipolar ve horizontal hiicrelerle tek triadi
(baglant1) varken konlarm birden fazla sinaptik

triad1 mevcuttur.
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Primat retinasinda fovea yakininda kon aksonlar1 radyal olarak sagilir, merkez ¢evresinde

pedikiiller anniiler bir dizilim gosterir (Resim10).
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Resim10: Foveanin histolojik goriintimii.

Foveada 1s1k algilamasinin arttirilmasi icin konlar bu bolgede ozellikle incelir ve uzar
[20]. Fovea cokiintiisii, konlarin merkeze gocii esnasinda ic¢ niikleer tabakanin ve ganglion

hiicre tabakasinin disa hareketi sonucunda gelisir [21-23].
c. Bipolar hiicreler:

Bipolar hiicreler vertikal olarak yerlesirler, dendritleri rod ve konlarla, i¢ pleksiform
tabakada da ganglion hiicre ve amakrin hiicreler ile sinaps yaparlar. Fotoreseptorlerden
uyar1 alirlar, i¢ retinaya gorsel sinyal iletirler. Glutamat salinmasi i¢in 6zellesmistirler.
Terminallerinde sinaptik kurdeleler bulundururlar. Rod bipolar hiicreler 1s1k uyarisina ON
cevabi verirler, genelde ganglion hiicrelerle direkt temas kurmazlar, iletimlerinin %90’dan
fazlasin1 amakrin hiicrelere yaparlar. Retina, ON ve OFF kon bipolar hiicreler yoluyla ON,
OFF kanallara ayrilmistir (Resim11).
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Resim11: ON-OFF Yollan.
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I¢ pleksiform tabakada, OFF bipolar hiicre, OFF ganglion hiicresi ile ON bipolar
hiicre ON ganglion hiicresi ile farkli seviyeler de sinaps yapar. Isik yogunlugundaki
degisiklige bagl olarak ON ve OFF bipolar hiicreler birbirine zit sinyaller olustururlar.
Glutamat ON ve OFF bipolar hiicrelerde birbirine zit cevaplar olusturur. ON
midget bipolar hiicreler, ON midget ganglion hiicrelerle, OFF midget bipolar hiicrelerde
OFF midget ganglion hiicrelerle temas kurar.

d. Horizontal Hiicreler:
Konlara negatif geri bildirim saglarlar. Horizontal hiicreler bir¢ok rod sferiilii ve kon

pedikiilii ile sinaps yapar.

e. Amakrin Hiicreler:

Bipolar hiicrelere geri bildirim verirler. S1, S2, AIl amakrin hiicresi, dopaminerjik
amakrin hiicresi ve star burst kolinerjik amakrin hiicresi gibi ¢ok farkli cesitleri vardir.
Primer olarak i¢ niikleer katin i¢ sirasinda yerlesmislerdir, c¢ogunlukla inhibitor
interndronlardir.

Norotransmitdr olarak amakrin hiicreler gamaaminobiitirikasid (GABA), glisin, asetil
kolin, dopamin ve glutamat kullanirlar. Tiim bipolar hiicre terminalleri GABA ydnetimli
negatif geribildirim alirlar. Ganglion hiicrelerin neredeyse yarist 1-23 amakrin hiicre ile

eslesmistir (Resim12).

Pigment
epithelium

Resim12: Retinanin  ¢esitli hiicre gruplarinmn
bulundugu tabakalan sematize eden bir ¢izim. C,
Kon; R, Rod; BC, Bipolar Hiicreler; HC, Horizontal
Hiicre; AC, Amakrin Hiicreler; GC, Ganglion
Hiicresi; MC, Miiller Hiicresi (Miiller hiicreleri

retinanin eksternal limitan membranindan internal

limitan membranina dek uzanmaktadir).
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f. interpleksiform Hiicreler:
Amakrin hiicrelerin 6zelliklerini paylasirlar ancak dis retinaya yonlenirler.
g. Miiller Hiicreler:

Ic limitan ile dis limitan membran arasinda vertikal olarak uzanir. Retina katlari
arasinda en sik goriilen glial hiicrelerdir. Cekirdekleri i¢ niikleer tabakada yer alir, retinaya
yapisal destek ve besin saglarlar. Retinanin gelisimi ve metabolizmasi i¢in dnem tasirlar,

glutamat ve GABA’ nin yikiminda gérev alirlar.

h. Ganglion Hiicreleri:

Aksonlart i¢ ylizey boyunca paralel olarak optik diske dogru uzanarak sinirlifi
tabakasini olustururlar. Kurdele sinapslarda bipolar hiicrelerden ve daha fazla sayida
amakrin hiicreden input alirlar. Ganglion hiicreler birgok diger retinal noronlardan farkl
olarak, konvansiyonel aksiyon potansiyelleri olustururlar. Glutamat yoluyla yiiksek gérme

merkezleri ile iletisim kurarlar.
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Resim13: Primer gorme korteksinin 6 tabakasi.
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Retinadaki herbir nokta i¢in 50 ganglion hiicre bulunur, sayilari yaklasik 1.5 milyon olup,
optik sinirdeki akson sayis1 kadardir. Ganglion hiicreleri fizyolojik ve morfolojik olarak
yaklasik 15-20 ceside sahiptir. Her bir ganglion hiicre tipi farkli bir gorsel kanali temsil
etmektedir. Morfolojilerine gore ikiye ayrilir, bu lateral genikulat nukleus (LGN) ile
yaptiklar1 baglantilarla korelasyon gosterir. P ganglion hiicreleri (parvoseliiler) (%80)
LGN’nin parvo kismma, M ganglion hiicreleri (magno seliiler) (%5-10) LGN’nin
magnoseliiler kismina baglanirlar (Resim13). W-benzeri hiicreler, muhtemelen superior
kollikulusta sonlanirlar. P hiicrelerinin kiigiik reseptif alan biiyiikliigii ve renk kodlama

ozelligi bulunur.

Midget ganglion hiicreler merkezi retinada sayica baskindir. ON ve OFF olarak 2
tipibulunur. Merkezde lkon > Imidget bipolar hiicre > Imidget ganglion hiicre baglantisi
bulunur. Merkezi 10 derece disinda (2mm disinda) midget hiicreler birgok midget bipolar
hiicreden input alir. Midget ganglion hiicreler lateral genikiilat parvoseliiler katlarina
projekte olurlar, renk sinyallerini de tasirlar. Retinal ganglion hiicreler ON (reseptif alanda
151k ile eksite olan merkezi hiicreler) ve OFF (reseptif alanda 151k ile, inhibe olan merkezi

hiicreler) olarak 2 temel gruba ayrilir.

2.1.3 Retinanin Kanlanmasi [24]:

Retina birim agirlik basina oksijen tiiketiminin yiiksek oldugu bir dokudur. Optik diskin
yakinindaki bliyiik dallar disinda gercek arter ve ven icermemektedir. Retina arterleri
anatomik olarak ug-arter olup arteriovendz anastomoz géistermernektedirler.10

Arterler: Santral retinal arter (SRA); internal karotid arterden ayrilan oftalmik arterin
dalidir. Retinal kan dolasimi retinal ve iiveal (koroidal) olmak iizere iki ayri kaynaktan
gelir. Dis pleksiform ve dis niikleer tabakalar, fotoreseptorler ve pigment epitelinden
olusan retinanin 1/3 dis kismi1 koroid dolasimindan, 2/3 i¢ kismi ise santral retinal arterden

beslenir.

e Oftalmik arterin, SRA’dan sonraki dallari olan kisa ve uzun arka siliyer arterler
globa optik sinir etrafindan girerler. Posterior koryokapillaris kisa arka siliyer
arterlerden, anterior koryokapillaris ise uzun arka siliyer arterlerden ve 6n siliyer

arterlerden beslenmektedir.
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Venler: Ora serratada venler, arterlerin sonlandigi yerin daha periferinden baglarlar.
Ekvatordan itibaren ise arterlerle birlikte seyrederler ve papillada toplanarak santral retinal
veni olustururlar. Santral retinal ven ya superior oftalmik ven yolu ile veya direkt olarak

kavernoz sintse drene olur.

Kapillerler: Retina arteriyolleri ile veniilleri arasinda kapillerler bulunur. Retina
kapillerleri ¢oklu arteriyoler baglantilar igermektedir. Bdylelikle bir besleyici damarin
kapanmasi ile kapiller yatakta dolasim durmaz. Koryokapillerlerin duvarlarinda genis
pencerelenmeler bulunmasina ve gegirgen olmalarina karsilik, retina kapillerlerinin
duvarlar1 gegirgen degildir. Retina kapillerleri yiizeyel ve derin olmak tizere iki ag seklinde
mevcuttur. Retinada kapillerlerin olmadig1 {i¢ bolge mevcuttur: Ora serratadan 1,5 mm
gerisine kadar olan bolge, fovea santralinde ortalama 0,5 mm’lik bolge (foveal avaskiiler

zon) ve biiyiik arterlere ya da daha az oranda venlere komsu bolgeler.

Resim14: Sematik ¢izimde santral retinal arter dallarmin ILM altinda seyri ve
sinir lifi tabakasi ile i¢ niikleer tabakada bulunan yiizeyel ve derin kapiller aglar
goriilmekte (kirmuzi oklar). Altta ise RPE altinda fenestrali koryokapillaris

kapillerleri seciliyor (beyaz ok).

2.2 RETINANIN FIZYOLOJISI [5]

Retinanin 6zellikle de arka kutbun gorevi, 151tk fotonlarim1 yakalamak ve
fototransdiiksiyon ile fotonlar1 elektrik sinyaline dondiirmektir. Bu siire¢ fotoreseptorlerin
dis segmentinde gerceklesir. Fototransdiiksiyonun temelini olusturan fotopigmentler,
fotoreseptorlerin dis segmentlerindeki zarlarda bulunur. Rodlarda esas fotopigment
rodopsin olup 500nm’lik (mavi-yesil) 15181 absorbe etme Ozelligine sahiptir. Kon
fotopigmentleri spektrumun mavi, yesil ve sar1 dalga boyuna denk gelen absorpsiyon

yetenegine sahip farkli tiplerden olusur. Kon fotopigmentleri topluca iodopsin olarak anilir.
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Her bir kon, bu li¢ tipten sadece birini ihtiva eder. Bu ii¢ tipin farkli uyar1 bilesimleri renk
gormeyi ortaya cikarir.

Tiim fotoreseptor hiicreleri 151k absorbsiyonuna hiperpolarizasyon ile cevap verir.
Bipolar ve horizontal hiicreler, veri islenmesinde ikinci sira ndronlaridir. Bu hiicreler
fotoreseptorler ile iligkisini norotransmitterler aracilifiyla kurarlar. Karanliga uyum
saglandiginda, fotoreseptorler depolarize olarak ndrotransmitter salgilarlar. Isik ortaminda
ise fotoreseptdrler hiperpolarize olur ve norotransmitter salinimi azalir. Merkezi sinir
sisteminin diger boliimlerinde oldugu gibi retinanin noronal hiicrelerinde esas uyarici
norotransmitter glutamattir. Bipolar hiicrelerden artan glutamat salinimi ile iletilen gorsel
veri, horizontal hiicreler ve amakrin hiicreler vasitasiyla islenir. Horizontal ve amakrin
hiicreler uyarmin retinada gereksiz yayilimini1 engeller ve kontrast icin gerekli olan sinir
ayriminin yapilmasi saglar.

Retina igerisindeki 3. ve son néron olan ganglion hiicrelerine iletilen gorsel veri, ganglion
hiicrelerinde aksiyon potansiyeli olusumuna yol agar. Arka kutupta her bir kon tek bir
bipolar hiicre ile baglanirken, bu bipolar hiicre yine tek bir ganglion hiicresi ile sinaps
yapar. Bu sayede gérmenin ilk 3 néronu birbirleri ile birebir iliski kurmus olur.

Halbuki makula disindaki alanda 20-100 adet kon 3-15 arasindaki bipolar hiicreye
projekte olur ve bu hiicrelerden elde edilen gorsel veri 1 adet ganglion hiicresi ile baglanti
kurar. Bu yapilanma makuladan elde edilen gorsel verinin daha kaliteli olmasina yol
agmaktadir. Yine optik sinire katilan retina sinir liflerinin en az 1/3’4 makuler bolgeden
koken alir ve direkt temporalden optik sinire girer. Bu noktadan sonra olusan gorsel veri,
optik sinirden baslayan siireg ile gorsel kortekse ulastirilir.

2.2.1 RPE Hiicrelerini Gorevleri:

Gorme fonksiyonunun devami i¢in kritik role sahiptir. RPE fonksiyonlar1 su sekilde
siralanabilir [25];

a. Noral Retinanin Fizyolojik Adezyonu:

Adezyonu saglayan pasif kuvvetler; vitreus varligi, transretinal sivi akimlari,
interfotoreseptdr matriksin varlig1 ve koroidin ozmotik basincidir. Aktif kuvvetler ise ,RPE’
nin suyu ve elektrolitleri subretinal araliktan apikal bolgede bulunan Na'/K*-ATPaz
pompast yoluyla aktif olarak pompalamasi ve sekonder olarak bikarbonat transport

sistemidir.
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b. Fotoreseptorlerden Dokiilmiis Dis Segmentlerin Fagositozu:

Dis segmentin RPE’nin plasma membranina baglanmasi ile plasma membrani dis
segment fragmani ¢evresine invajine olur, fagosom i¢ine alir. Fagozomlar hiicre tabanina
tasinir, lizozomlarla birlesir ve degrade edilir. Olusan molekiiller RPE hiicresinden

disar1 diffiize olur veya hiicre tarafindan tekrar kullanilir.

c. Kan-Retina Bariyeri, Transport ve Iyonik Pompa:

D1s kan-retina bariyeri RPE tarafindan olusturulmaktadir. RPE, koryo kapillaris ile
dis retina arasindaki sivi ve molekiil aligverigini kontrol etmektedir. RPE’nin bariyer
fonksiyonu; RPE hiicreleri arasindaki siki baglantilar ve RPE membranindaki proteinlerin
polarize dagilimu ile gerceklestirilir. Na'/K'-ATPaz plazma membranindan Na+ ve K+
iyonlarinin gegisini kontrol eder. Hepatosit biiylime faktdrii RPE hiicrelerinde bulunan

bariyer fonkiyonunu diizenleyen énemli bir faktordiir.

d. Gorsel Pigment Rejenerasyonu-Retinol Metabolizmasi:
Na +- K+ATP az ve sitoskelatal proteinler RPE “ de apikal hiicre membraninda
yerlesirler.Retinoliin metabolizmasi i¢im 6nemli ii¢ sitozolik retinoid-baglayan protein
RPE ¢ de yer alir. RPE, A vitamininin gorme siklusu i¢in alinmasi, depolanmasi ve
mobilizasyonunda O6nemli role sahiptir. Karacigerden sonra en yiiksek A vitamini
konsantrasyonuna sahiptir. RPE, 11- cis-retinali olusturur, fotoreseptor opsini sentezler ve
11-cis-retinaldehidi rodopsinin rejenerasyonunda kullanir.
e. Melanin Pigmenti:
Melanin yapan melanosomlar RPE’de bulunur. Melanin graniilleri RPE hiicresinde
rod dis segmentlerine yakin temasta apikal bolgede yerlesir. Melanin graniilleri 151k
sac¢ilmasini azaltarak, sklera yoluyla 11k abzorpsiyonunu en aza indirir.
f. Immiin Fonksiyonu:
RPE pasif bariyer gorevi goriir, ayrica TGF-beta gibi immiin siipresif sitokinlerin
aktif sekresyonunu yapar. Enflamatuar cevap varliginda RPE, enflamatuar
medyatorlerin etkilerini inhibe edebilir,
g. Biiyiime Faktorleri Ve Sitokinler:

Fizyolojik ve patolojik durumlarda salgilanir.
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h. Hasar veya mikro ¢evredeki belli baz1 degisikliklerde RPE hiicreleri, go¢ eder.
1. D1s segmentleri ¢evreleyen mukopolisakkarit matriksin (interfotoreseptor matriksi)
tiretimini yapar.

j. Ist alig-verisi yapar.

Isik subretinal aralikta K+ iyon konsantrasyonunu azaltir.RPE hiicresi hiperpolarize
olur.K+ iyon konsantrasyonunun NA+-K+ATPaz aktivitesinin etkilemesi sebebiyle 1s1k
subretinal araliktaki iyon kompozisyonunu ve RPE ‘nin transport fonksiyonunu

etkileyebilir.

2.3 RETINAL EMBRIYOGENEZIS
Insan goziiniin gelisimi, fetal hayatin 22. giiniinde néroektodermal diensefalonun her
iki tarafindan tomurcuklanan optik primordiumlarin gelisimiyle baslar. Ardindan 3mm’lik
gelisim fazinda noral tiipiin ventrolateralinde optik vezikiiller (Resim15 a) sekillenir. Fetal
hayatin 4. Haftasinda optik vezikiiller invajinasyon yoluyla optik ¢ukurluklara (Resim15
b) doniistirler [26].

Takip eden 5. haftada ise optik ¢ukurluklarin inferomedialinde ‘embriyonik fissiir’
denilen bir agiklik meydana gelir ve bu agikliktan mesenkimal kokenli dokular ve vaskiiler

yapilar optik vezikiile giris yapar (Resim15 c).

Resiml15: Sematik ¢izimde, optik vezikiilden optik cukurluga ve cok katli retinal yapiya gecis gosterilmektedir.
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Optik vezikiiliin dis katindaki tek katli hiicre siras1 RPE’ye, i¢ katindaki hiicreler ise
ndrosensoriyel retinaya doniismektedir. Bu fissiir 7. haftada kapanir ve bu kapanmadaki
olas1 anomaliler kolobom olusumuna neden olur.

Optik ¢ukurluklarin i¢ ylizeyini kaplayan hiicreler ¢ok katli olacak sekilde ¢ogalarak
6. hafta itibariyle i¢ ve dis noroblastik katmanlardan olusan néroepiteli olustururlar. Yine
bu donemde primitif retina diyebilecegimiz bu katmanlarin en i¢ yiizeyinde primitif Miiller
hiicreleri olusmaya baslar ve ILM’yi meydana getirirler. 8.haftadan sonra ndéroblastik

katmanlar igten disa dogru olmak iizere differansiye olarak retinal tabakalar1 olustururlar.

Optik cukurlugun dis yiizeyindeki tek sirali hiicre tabakasi ise 6zelleserek retina pigment
epiteline doniisiir. Optik cukurlugun i¢ ve dis tabakalari arasinda yer alan bosluk ise
subretinal alan olacaktir. Kural olarak retinal differansasyon optik diskten perifere olmakla
beraber, makula bu konuda istisnai bir sekilde postnatal 4. aya kadar 6zellesmeye devam
eder.

Gelisimin 4.ayimda retinal damar yapisi belirmeye baslar. Retinal hiicreler prenatal 8.aya
kadar periferdeki 6zellesmemis multipotent dncii hiicreler vasitasi ile ¢ogalmaya ve retinal
yiizeyi genisletmeye devam eder, 8.aydan sonra retina daha fazla genislemese de
eriskinlerde ora serrata’da multipotent, 6ncii hiicreler bulunmaktadir.

2.4 VITREUS:

G0z kiiresinin ortasinda ortalama 4ml hacimde ve jel6z kivamdadir. Vitre 6nde lens
ve silier cisimle, arkada ise retinayala komsudur. Goz kiiresinin seklini korumaya ve optik
sistemin 151k gecirgenligini saglamaya uygun bir yapidadir. Anatomik ve histolojik olarak
medulla (i¢) ve korteks (dis) olarak iki boliime ayrilir. Korteks tabakasi (%2’si) icerdigi
‘halosit’ denen hiicrelerle vitreusun metabolik olarak aktif boliimiinii olusturur. Medullar
bolge ise kollagen fibriller ve hyaliironik asitten (HA) zengin yapidadir ve hemen hemen
hig hiicre barindirmaz.

Vitre 6n ylizeyi ile lens arka yiizeyi arasindaki 9mm genisligindeki potansiyel
bosluga Berger boslugu denir. Lensin periferinden kapsiiliine hyaloidokapsiiler yapidaki
Wieger ligamani ile baghdir. Vitre bazinda ise vitreal korteks ora serrata’min 1,5mm
onilinde ve 3mm kadar arkasinda yer alan bolge icerisinde, kollagen lifler retinaya dikey bir
aciyla uzanarak ILM ve retinataya siki bir sekilde baglanmistir. Vitre bazi yasla beraber

arkaya dogru genislemektedir (Resim16).
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Vitre bazinin arkasinda kalan bolgedeki korteks, arka vitre korteksi olup retinaya
paralel uzanan ve siki1 demetler halinde organize olmus tip II kollagen lifleri igerir. Arka
vitreal korteks yiizeyinin ILM’ye ekvator ve foveada baglant1 plaklar ile baglandigi
gosterilmistir [13].

Bunun disinda ILM’nin yiizeyinde varoldugu diisiiniilen glikoproteinler ile vitreal
korteks glikoproteinleri arasinda biyokimyasal bir adezyon oldugu da diisiiniilmektedir.
Ana vaskiiler yapilarin {izerinde incelen ILM ile vitreal korteks arasinda

vitreoretinovaskiiler bandlar oldugu saptanmistir [27].

Ciliary
body -

Oa /, z
serrata 4
&

{fF

Resim16: Vitrenin goz ici dokularla ilikisini gosteren
sematik cizim. BS: Berger boslugu, CC: Cloquet kanali,

M:Martegiani bolgesi, WL: Wieger ligamani, VB: Vitre

| baz1, AH: Anterior hyaloid.

Halositler, gestasyonun 5. ayinda embriyonik fissiirden globa giren mezenkimal

dokulardan kaynaklanarak vitrealkorteks tabakasinda yerlesirler. Halositler fizyolojik
sartlarda proliferasyona ugramazlar. Sentez ve fagositoz yapabilirler. Bu hiicreler
hyaliironik asit (hyaliiran) ve heksozaminleri sentezleyerek glikozaminoglikanlarin (GAG)
yapisini olustururlar. Medullada tip II, V ve IX kollagen demetleri kovalent baglarla
birleserek kollagen fibrilleri olustururlar.

GAG ve Na-Hyaliironik asit bu fibriller arasindaki boslugu doldurarak vitreye 6zgii

bir kivam verirler (Resim17).Vitrenin bu yart jel yari sivi haline “reoloji” denilmektedir.
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Yasla beraber vitrenin likefikasyona (sivilagsma) ugramasiyla reolojik oOzellikleri
degismeye baslar. Medullada hyaliironik asit; kollagen fibrilleri organize bir halde
tutar. Hyaliironik asit, fotooksidatif stresler sonucu serbestlesen hidroksil radikallari
ile yikima ugratilir ve yapist bozulur. Bozulan hyaluronik asit kollagen demetlerinin

organizasyonunu saglayamaz sonug olarak da vitreal likefikasyon gelisir.

Bu sivilagma stireci ile ilgili diger hipotez: vitrede ekstraselliiler matriksin bir
par¢ast olan matriks metalloproteinaz enzimlerinin (MMP 1,23 ve 9) doku
metalloproteinaz inhibitorlerinin (tissue inhibitors of metalloproteinases TIMP 1,2 ve 3),
inhibitor etkisinden kurtularak vitrenin jel yapisini sivilagtirdiklaridir. Buna sinchizis de
denilmektedir.

Likefiye vitreus, globun rotasyonal hareketlerinin ve yer¢ekiminin etkisi ile jel yap:
icerisinde hareketlidir. Bu hareketlilik retina — vitreal korteks baglantilarina cesitli
yonlerde traksiyonal kuvvetler uygulamaktadir. Bunun sonucunda ise yer yer ayrilan ILM—
vitreal korteks acikliklarindan sivi vitreus sizarak retina vitreus arasindaki potansiyel
bosluga yayilir ve sonugta tiim vitre gdvdesi sivilasarak biiziisiip kollabe olabilir

(sinerezis).
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2.5 EPIRETINAL MEMBRANLAR

2.5.1 Tanim ve Siiflandirma:

Ik defa Iwanoff tarafindan 1865°te tanimlanan epiretinal membranlar [1,2] ILM’nin
i¢ yiizeyinde ploriferasyonla olusan avaskiiler, fibroselliller yapidadir ve degisen
diizeylerde gorme bozukluguna neden olurlar.

Bunlar, epiretinal astrositik membran, preretinal vitreal memran, preretinal makular
fibrozis, selofan makulopati, yiizeyel kirisiklik retinopatisi, makular pucker veya
vitreoretinal yiizey anomalileri olarak isimlendirilmektedir [30-35].

Epiretinal membranlar (ERM) fundus goriintiisiindeki 6zelliklere gore Gass [36,30]
tarafindan su sekilde evrelenmistir;

Evre 0: Retinal distorsiyon olmaksizin retinal yiizeyde secilen parlak, saydam
membran; (klinik olarak selofan makulopati ya da premakular gliosis).

Evre 1: Retinal ylizeyde ve ILM’de diizensiz kirigikliklara yol acan saydam ERM
(ylizey kiristirict makulopati).

Evre 2: Altta yatan retinal damarlar1 6rten kalin, opak ERM (klinik olarak makular
pucker) (Resim18).

B

Resim18: Sag gozde ERM

(A: renkli fundus, B: ERM’ye bagh damarlarda distorsiyon, C: FFA’da ge¢ fazda artan makula 6demi).

Epiretinal membranlar olusum nedenlerine gore primer ve sekonder ERM olarak iki

gruba ayrilir;
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a. Idiyopatik (Primer) ERM :
Arka vitreus dekolmani saptanmasi disinda normal olan gozlerde gelisen ERM’ler
idiyopatik olarak adlandirilir [38]. Goriilme siklig1, %68’dir. Erkek ve kadinlarda goriilme
siklig1 esit olup, %20-%30 olguda bilateraldir [3,39-40].

b. Sekonder ERM:

Tiim ERM’lerin %32’sidir. Bu grup i¢indeki membranlarin retinal damar hastaliklar
(vaskiiler tikayici hastaliklar, diyabetik retinopati), okiiler inflamatuar hastaliklar, kiint
veya perforan travmalar (Resiml9), gecirilmis goéz ameliyatlar1 (6zellikle dekolman
cerrahisi), lazer fotokoagiilasyon veya kriyoterapi, intraokiiler tiimorler ve retinitis

pigmentosa gibi patolojiler ile iliskili oldugu bilinmektedir [38,41-42,44-47].

Resim19: Fundus fotografinda travmaya sekonder gelismis evre 3 ERM, makular pucker.

Sekonder ERM nedenlerinin basinda retina dekolman cerrahisi gelmektedir.
Klinik olarak tesbit edilen epiretinal membranlarin iigte ikisinin retina dekolman cerrahisi
sonrasi olustugu saptanmistir [48,49].

Retinal yirtik ya da retina dekolman cerrahisini takiben % 4-8 oraninda ERM gelisimi
bildirilmistir [50]. Onceki ¢alismalarda ERM nin gegirilmis katarakt cerrahisi ile de iliskili
oldugu [51-54] yeni bir ¢calismaya gore ise katarakt cerrahisi yapilan gozlerin %11’inde
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ERM gelistigi, cerrahiden kisa bir siire sonra selofan refle saptanan hastalarin %13’tinde 3

yil icerisinde preretinal fibrozise ilerledigi saptanmistir [51].

2.5.2 Epidemiyoloji:

Gegtigimiz yillarda, degisik etnik gruplarda yapilan populasyon temelli ¢alismalar
ERM igin %2,2 ile %18,5 arasinda degisen prevalans bilgileri saglamistir [52,40,42,43,55-
60]. Beyaz irkla karsilastirildiginda asyalilarda ERM prevalansinin daha diisiik oldugu ileri
stiriilmiistiir [55,57]. Oregin McCarty ve ark.’nin ¢alismasinda yas ile standardize edilmis
ERM prevalansi beyazlarla (%5,1-9,1) [40, 55-57,61] kiyaslandiginda, Japonlarda (%2,8)
[55,58] daha diisiik olarak raporlanmustir.

ERM goriilme siklig1 5 yillik periyotta 60 yas altinda (%3,7), 60-70 yas arasinda

(%6,6) iken ortalama (%35,3) olarak bildirilmistir [38,42].

Goriilme sikliginin yasla birlikte arttigi bilinmekle birlikte sekonder hastaliklara
bagli olarak daha geng yaslarda da ortaya ¢ikabilecegi vurgulanmaktadir [38].

2.5.3 Patogenez:

ERM’ler vitreoretinal arayliziiniin hastaligi [62] olup RPE, fibroblast, makrofaj,
miyofibroblast ve glial hiicrelerden olusan fibroseliiler 6zelliktedirler [1,42,63-66].

Fibroselliiler biiylimenin; retina iizerinde tegetsel ¢cekim kuvveti olusturarak retinal
mimariyi deformasyona ugrattigina inanilir [62].

ERM’lerin morfolojik 6zellikleri, iligkili retinal hastaliga oldugu kadar prolifere olan
hiicrelerin kaynagia [38,67]; ¢esitli biiylime faktorlerine ve sitokinlerin seviyelerindeki
farkliliklara da bagl olabilir [38,42,68]. Yapilan histopatolojik ¢aligmalar RPE hiicresinin
idiyopatik ERM’de hakim hiicre [38,69,66] oldugu, RPE hiicre metaplazisinin fibr6z doku
olusumunu tetikledigi gosterilmistir [38,70,71].

Fibrosit ve makrofajlar muhtemelen kortikal hiyalosit kaynakli  olup,
miyofibroblastlar membranin kontraksiyonundan sorumlu olarak altindaki retina yapisinda

distorsiyona ve ince kirisikliklara neden olurlar [38,44,70].

Primer ERM olusumunda kabul goéren diger mekanizma glial hiicre kaynakli ERM

olusumudur [38].
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Glial hiicrelerin retina altindan tiiretildigi, hiicre gog¢i, hiicre boliinmesi veya hiicresel
hipertrofi ile ILM’yi katederek ekstraretinal hedefe ulastiklar diistindiliir. [72].

ERM'li olgularin hemen hepsine AVD eslik eder. AVD ile gelisen traksiyonun da
benzer bir mekanizmayla ILM defekti ve ERM olusumunda rol oynadigi diistiniilmektedir
[73,74,75].

C.Harada ve ark.’nin ¢alismasinda PDR, PVR’de vitrede ve akéz humorde oldugu
kadar ERM’lerde de bFGF, HGF, VEGF, NF-kB, AP-1 gibi ¢esitli mediatorlerin ve
reseptorlerinin artmis oldugu gosterilmistir [72,76]. Idiyopatik ERM patogenezinde
sayllan mekanizmalara ilaveten, ISOS hattinin bozulmasi sessiz, uzun siireli veya agir
ERM gostergesi olarak diistintilmektedir [77].

2.5.4 Semptomlar:

Hastalarin ¢ogu asemptomatik olup, gorme seviyeleri normale yakindir [3, 78, 79].
ERM’de makiila tutulumu oldugunda goérme keskinliginde azalma ve metamorfopsi gibi
ciddi semptomlar goriiliir. Bu semptomlar, ERM'nin makiilada distorsiyon, traksiyon,
mikrodekolman, Odem olusturmast ve aksoplazmik akimi engellemesi sonucu
gelismektedir [73,79-81]. Daha nadir olarak mikropsi, makropsi, santral fotopsi ve diplopi
gortlebilir [3].

Azalmig gérme keskinligi ve metamorfopsi; makiiler distorsiyon, vaskiiler sizinti,
traksiyonel retina dekolmani ve ERM gibi pek ¢ok nedenle iliskili olabilir [82,83-85].

Metamorfopsi genellikle Amsler kartiyla saptanabilir. Amsler M. tarafindan 1947°de
gelistirilen bir numarali kartta 10cm®lik bir alanda 5Smm?®lik ve 33cm mesafeden 1
derecelik gorme alanlarina karsilik gelen 400 kiigiik kare bulunmaktadir ve santral 10
derecelik gorme alani degerlendirilmesini saglar.

Amsler grid testinde, hastanin (refraktif kusuru diizeltilmis olarak) yakin okuma
mesafesinden kartin merkezindeki noktaya bakmasi istenir. Bu esnada ‘grid’ icerisinde
yer alan diiz ¢izgilerden herhangi bir dalgalanma goriip gormedigi sorgulanir. Hastanin
tek basina uygulayabilecegi basit bir test olan Amsler grid testi, kalitatif 6zelliktedir. Bu
yontemde veriler subjektiftir. Ciddi katarakt veya korneal opeasite gibi durumlar sonucu

etkileyebilir [86] (Resim20).
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Resim20: Bir numarali Amsler grid kartinda ¢izgilerdeki dalgalanmalar hasta tarafindan

kartin {izerine ¢izilmistir.

Metamorfopsinin kantitatif degerlendirmesinin objektif olarak yapilabilmesi i¢in
Matsumoto ve ark. [86] tarafindan M-CHARTS (Metamorfopsi Kartlar1) denen bir sistem
gelistirilmistir. Bu sistemde 0,2-2 derecelik mesafede sabit araliklarda yerlesen dogrusal
dizilimli noktalardan olusan 19 vertikal ¢izgi bulunmaktadir. Hastaya gosterilen bu 19
dogru tizerinde metamorfopsi varligi sorgulanir ve metamorfopsinin ortadan kalktig1 dogru
parcasinda noktalarin birbirlerinden ka¢ derecelik araliklarla ayr1 durduklar belirleyicidir

(Resim21).

0 0.2 03" 0.4 20

dot interval (visual angle) 39 d # RN 11,6
Resim21: A M-Charts testi, B hasta tarafindan 0,6°’1ik noktalardan olusan dogru tizerinde

metamorfopsinin kayboldugu belirtilmistirmistir.

2.5.5 Klinik Bulgular:

Asemptomatik bir hastada selofan makulopati ince, diizgiin yiizeyli, parlak refle
gorliiniimiinde saptanabilirken, ERM belirginlestikce i¢ retina katlarinda ince yiizeysel,
1sinsal pliler olustugu goriilebilir. Kalinlasan ve opaklasan (pucker) membranlarin,

damarlarda ¢ekinti, distorsiyon olusturdugu saptanabilir [3,78,79] (Resim22).
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Makulada pseudohole goriiniimiine, santral retinal kalinlasmaya, 6deme ve hatta

lameller makula deligine yol acabilirler [87].

Idiyopatik ERM &zellikle makula distalinde yer aldiginda foveal ektopiye neden
olabilir [88]. Hastalarin fundus muayenesinde optik disk iizerinde ayrilmig peripapiller
glial dokunun beyaz bir halka seklinde goriilmesi AVD oldugunun gostergesi olabilir
(Weiss halkasi) [89].

Resim22: ERM (pucker)

2.6 ARKA VITRE DEKOLMANI

Iki teori AVD’yi takiben ERM’lerin nasil olustugunu aciklamak icin birlestirildi.
I.teori: AVD’nin glial hiicre proliferasyonuna izin veren ILM ayrismasina neden
oldugudur. 2.teori: Inkomplet vitreoretinal ayrilma, arka vitreal korteksin bir kismim
ILM’ye bagli olarak birakir bu da ERM gelisiminde nidus olarak islev yapar. AVD’ler ve
ERM’ler arasindaki iliski arka hyaloidal membranin retinadan ayrilmasimi “gercek” AVD
varsayan anatomik bir modele dayanmaktadir. Fundoskopik muayenede goriilen
AVD’lerden kag¢ tanesinin gercekten ayrilmis hyaloidal membrant yansittigi
bilinmemektedir. Arka vitre retinadan ayrildig1 zaman, ayrilmis hyaloid yiiksek enerjili ve

oblik aydinlatmali biyomikroskop ile goriilebilir [89].

Bu klinik goriintliyii fizyolojik iligkisi ile bagdastirma, ¢ok genis postmortem
aragtirmalarla degerlendirilmistir [89,91,92].
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Bu calismalarda AVD’si olan hastalar 6lene kadar izlenmistir. Bir ¢alismada, klinik
muayenede AVD’si oldugu rapor edilen hastalarin postmortem degerlendirmelerinde

%66’s1nda ayrilmis hyaloid oldugu bulunmustur [89,92].

Burada hastalarin takip sirasinda 6len kiigiik bir yiizdesi degerlendirilmistir. Klinik
muayenede AVD bulunan go6zlerin ERM cerrahisi sirasida hyaloid durumunu
degerlendiren bir calismada [89], biomikroskopik incelemede AVD gozlenen 66 gozden,
38 tanesinde ameliyat sirasinda ayrilmis hyaloid oldugu goriilmiistiir.

Diger bir degisle, preoperarif degerlendirlerin hyaliodlerden %57’sinin ayrilmis
oldugu dogru olarak saptanmistir. Bu yiizden, klinik AVD izleniminin ayrilmis hyaloid
icin sensitif (%80,8) bir marker olmasina ragmen, daha az spesifik (%54,8) bir marker
olabilecegi diisliniilmiistiir. Preoperatif AVD bulunmamasi carrahi sirasinda hyaloidin
ayrilmamis oldugunun giiclii bir gostergesidir. Bu ¢alismaya gére AVD’yi tanimanin 2
nedenle 6nemli oldugu diistiniilmiistiir:
1.AVD retinal yirtiga giden bir kritik bir yolun gostergesi olabilir. 2.AVD varligi veya
yoklugu diger vitreoretinal hastalaliklarin gidisatin1 ve prognozunu degistirebilir [89,93].
Yine de hyaloid durumu ile gorsel sonuglar arasinda higbir iliski bulunamamastir.

Sonug olarak, fundoskopik muayenede izlenen AVD gergekten posterior hyaloidin
ayrismasi degilse, AVD’nin klinik bulgularinin prognostik degerinin azalacagi soylenebilir

[89] (Resim23).

Resim23: Posterior prekortikal vitreus paketi sematik goriinim; arka vitreus likefiye

olarak arka kutbun oOniinde optik bosluk olusturmaktadir, vitreal korteks ise halen retinal

yiizeye yapisiktir.
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Klinik caligmalara gére AVD’nin insidansi yasla birlikte artis gosterir. 50 yas altinda
<%10, 60-70 yas arasi %27 ve 70 yas sonrasi %63 oraninda goriilmektedir [94].
Kadinlarda semptomatik AVD siklig1 %65-68 iken erkeklere %32-35 oranindadir [95].
AVD’nin goriilme siklig1; psddofak ve afak hastalarda, vitreal inflamasyonlarda ve

vaskiiler hastaliklarda (DM, vaskiilitik lezyonlar) artmaktadir.

Akiba ve ark. [96] arka hyaloid-retina iligkisine dayanarak AVD’yi 4 gruba
ayirmislardir;

e Grupl: AVD bulunmamasi

o Grup2: Makulada vitreoretinal adezyon ve traksiyonlar icermeyen parsiyel AVD

o Grup3: Makulada traksiyon yapan parsiyel AVD

e Grup4: Komplet AVD
Vitre dekolmaninin vitreomakular hastaliklarla ilskili olmasinin disinda; perivaskiiler
sik1 adezyon bdlgelerinden vitreal korteksin ayrilmasi sonucu %3,7-11,7 oraninda vitre i¢i
hemoraji olusabilir. Yine siki yapisiklik olan vitre bazi ve periferik retinada likefiye
vitrenin traksiyonu sonucu dev retinal yirtiklar ve regmatojen retina dekolmani meydana

gelebilir.

2.7 HISTOPATOLOJI:

[k kapsamli histolojik galisma, Clarkson ve ark. (37) 1977°de yaymlanmis oldugu 1612
otopsi ve 388 eniikleasyon materyali ile toplam 2000 gozii i¢eren arastirmadadir. Tiim
gozler icinde ERM’ye rastlanma orant % 5.5 iken, toplam sayis1 168 olan membranlar
histolojik olarak incelendiginde, biiylik ¢ogunlugunun glial koékenli hiicreler oldugu,
fibroblastik ve fibrotik membranlarin daha yasli membranlarda bulundugu, RPE
hiicrelerine ise ancak retina dekolmani ya da retinal yirtitk saptanmis olan ( RPE
tabakasimin retinal yiizeye gec¢is imkani buldugu ) ERM’lerde rastlandigi kesfedilmistir.
Hiscott ve ark.’nin arka arkaya yaymnlanan {i¢ immunohistokimyasal c¢alismasinda
(39,40,41) ERM hiicrelerinin kokeni, dagilimi ve patogenesise katilma sekilleri hakkinda
genis bilgiler elde edilmistir. Bu caligmalara gére ERM’lerin olusumunda skar
formasyonuna benzer 6zellikler goriilmekte, fibronektin, glial kokenli hiicreler ( Miiller

veya astrositler ), fibroblast benzeri hiicreler olusumda yer almakta idi. Hiscott inceledigi
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orneklerde ERM gelisiminde 4.ayin kritik bir doniim noktas1 oldugunu diisiinmiistiir. ilk
dort aylik kisa donemde glial kokenli hiicreler oncii hiicre grubu olarak retinal ylizeyde
prolifere olmakta, ardindan 4.ay1 takiben fibroblast ve myofibroblast kokenli hiicreler glial
doku tarafindan olusturulmus olan yapiya katilmakta, kollagen ve fibronektin sentezi ile
ERM’de patolojik semptomlara yol agan tanjansiyel retinal traksiyona ve distorsiyona
neden olmaktaydi. Bu histolojik bulgular semptomlarin prognozuna da uyumlu

bulunmustu.

Bugiine kadar yapilan klinik ve histolojik aragtirmalar sonucunda ERM olusumunda ilk
asama ILM’de olusan mikro catlaklardir. Fizyolojik kosullarda retinal yiizeyde membran
olusumunu saglayacak oOl¢iide hiicre goc¢li miimkiin olmadigindan, hiicrelerin retina
ylizeyine ulagsmasi i¢in ILM’den gegebilmeleri gerekmektedir. Sekonder ERM etiolojisinde
yer alan tiim faktorler ( fotokoagiilasyon, okiiler travma vs. ) ve idiopatik ERM gelisiminde
etioloji kabul edilen arka vitre dekolmani ILM biitiinliigiinii bozmaktadir. Hogg ve ark.’nin
(44) yaptiklar bir ¢alismada RPE hiicreleri, fibroblastik ve glial kokenli hiicreler, PDGF (
Platelet kokenli biliylime faktorii ) ve fibronektine cevaben in vivo sartlarda migrasyon
yetenekleri acisindan karsilastirilmis ve glial kokenli hiicrelerin en hizli ve en fazla

miktarda gog ettikleri gosterilmistir.

Ozetle, ILM catlagi retinal yiizeyde gliosis olusturmaktadir. Olusan bu gliosisi takiben yine
farkli kemotaktik faktorler aracigi ile fibroblastik hiicreler gliosisden olusan bu hiicre
kopriisiine 4. ay itibariyle yerlesmektedirler ve yeni kollagen ve fibronektin sentezine
baslarlar. Membranlarda kollagen ve fibronektin artarken hiicresel bilesenler inflamatuar
hiicrelerin eklenmesiyle c¢esitlenmektedir. Ge¢ donem ERM’lerde ise hiicresellik olduk¢a

azalir, kollagenin hakim oldugu fibr6z bir membran gelisir ( 41).

Foveal fonksiyonlarin bozulmasindaki en 6nemli etmenler ise retinanin tam ya da yarim
kat katlantilara veya distorsiyona ugramasi ( tanjansiyel traksiyon ) , veya parsiyel
AVD’lerde arka hyaloidle ILM arasinda var olan siki baglantilarla makular bdlgeye
anteroposterior traksiyon uygulanmasi sonucu gelisen makular 6demdir. Tanjansiyel
traksiyonda “hiposeliiler jel kontraksiyonu ( 22 ) denilen bir faktdr yer almaktadir, dyle ki
degisik hiicre gruplarmin kollagen I veya II igeren jellerde serum bazli ya da serum dis1

biiyiime faktorleriyle kollageni kontrakte edebildikleri gosterilmistir (47).
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2.8. MUAYENE YONTEMLERI:

2.8.1 Refraksiyon Muayenesi :

Makula hastaliklarinin takibinde ve teshisinde diizeltilmemis ve en iyi diizeltilmis
gorme keskinliginin saptanmasi ve refraksiyon muayenesi ilk basamagi olusturmaktadir.
ERM hastalarinda gérme azalmasi pozitif skotom ve metamorfopsi ile baslar, siklikla takip
eden 4-6 ay arasinda gittikge daha ¢ok azalir ( hizli progresyon dénemi ) ve ardindan uzun
stire ayn1 seviyede kalabilir. Vizyon hastalarin ancak % 5’inde 20/200’iin altina inecek

kadar kétiilesirken, cogunlugunda 20/50 ve iistiinde olarak kalir (54).

2.8.2 Fundus Muayenesi:

Hastanin pupilleri diizeltilmis gérme keskinligi tespit edildikten sonra midriatik topikal
bir ajanla dilate edilir. En sik kullanilan fundoskopik teknik biyomikroskopun yarikli
lambas1 ve art1 degerlikte bir lens yardimi ile hastanin fundusunun ve area centralisinin
incelenmesidir (indirek oftalmoskopi ). ERM muayenesinde retinal sinir tabakasinda ve
yiizeydeki lezyonlarin daha iyi goriilmesini saglayan kirmizidan yoksun ( yesil ) 1sikla

bakilmasi en ince membranlarin bile goriilmesini saglayacaktir.

Resim24: Sag gozde ERM’nin Red Free fundus resmi.

Oftalmoskopik olarak; foveal ve perifoveal damarlarda diizlesme, kapillerlerde
distorsiyon, retinal striasyon, makular heterotopia, psddohole (yalanci delik) goriiniimii,
parsiyel / komplet AVD, ILM kirisikliklart veya parlamasi, opak ya da pigmente ERM,
makular 6dem, mikroanevrizmalar, iskemiye sekonder gelisen cotton-wool spotlar, ayrica
sekonder membran etiyolojilerine (diabetik retinopati, fotokoagiilasyon, gegirilmis retinit,

vaskiilit vs.) bagl bulgular da goriilebilir.
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2.8.3 Tanm1 Konulmasi:
Tan1 genellikle oftalmoskopik olarak konur. Fundus floresein anjiografisi (FFA), ve optik

koherens tomografi yardimci yontemlerdir [3].

2.8.4 Yardimal Tetkikler:

2.8.4.1 Optik Koherens Tomografi (OKT) :

Ilk olarak 1991°de kullanilmaya baslanan optik koherans tomografisi ( OCT ) goziin
anatomisini in vivo sartlarda 10 mikron araliklarla tomografik olarak inceleyebilen en
yiiksek resoliisyonlu yardimci tetkik modalitesidir. Kullanima girdiginden beri sagladigi
klinik kolaylik 6zellikle makular hastaliklar ve glokom takibinde en sik basvurulan tetkik

olmasina yol agmustir.
(A)Calisma Prensipleri

Referans aynanin 1s1k ayristiricina uzakligi degistirilerek g6z i¢i dokularin farkli
derinliklerinden yansiyan 1sinlar degerlendirilebilir. Boylece retinanin ILM ve RPE
arasinda kalan tim dokularina ait tomogram haritalar1 iki boyutlu olarak
gosterilebilmektedir. Ayn1 zamanda retinal ve foveal kalinlik 10 nm’lik bir hassasiyetle
tanimlanmakta ve tiim bunlar bir bilgisayar yardimiyla renkli veya gri skala yardimi ile

haritalanmaktadir.

Optik koherens tomografide goriinti, retina katlarinin optik olarak farkli yansiticilikta

olmasi ile elde edilmektedir (Reflektivite). Dokulardan geri yansiyan 1518 yogunluguna
gore gri veya renkli skala kullanilarak kesit goriintiiler olusturulmaktadir. Retina sinir lifi
tabakasinda aksonal uzantilarin ¢ok olmasi, retina pigment epitelinde yliksek melanin
pigment seviyesi ve koryokapillaristeki yiiksek hemoglobin diizeyinden dolayr bu
yapilarin optik yansiticiligr yiiksektir. Fotoreseptor tabaka ise orta diizeyde yansiticiliga

sahiptir.
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I & Referans ayna

Resim25: OKT nin gematik olarak ¢absma prensibi

-
f“ﬁ{; oz \ gorilmektedir. Referans ayna-aynstinet  mesafesi
7 /- = ) degistirikerek farkli derinlikte retinal dokulara ait farkl:
Tsik Avnetmel \ B .
P fazdaki dalgalar referans 1sinla karsilagtinlabilir.

A ...

OKT yazilimu, retina kalinligin1 hesaplarken her bir A mod taramada rolatif olarak yiiksek
reflektivitesi olan iki nokta aras1 mesafeyi hesaplar.i¢ retina smir1 olarak vitreoretinal ara
yiizeyi ve dig retina sinir1 olarak da retina pigment epiteli-fotoreseptor katini belirler ve

mesafeyi Olcer. (Resim 26)

Resim26: Normal bir gozde her bir lineer makula
taramasinda OKT, retina kalinhigim hesaplar. Bunun igin

gizilen simirlann uygunlugu kontrol edilmelidir.

Son gelismelerle yiiksek hizli ve ¢ok yiiksek ¢oziiniirliige sahip olan spektral OKT
cthazi gelistirilmigtir [253-257]. Spektral OKT Fourier domain tespiti ile simdiki OKT'den
50 kat daha hizhidir [258]. sOKT nin gozdeki aksiyel ¢oziiniirliigii 3,4 mikron olup
saniyede 24000 A mod tarama yapmaktadir. Birka¢ superluminesent diyot laser tek fiber
kablo ile sisteme baglidir. Bu sistemle goriintii elde etme hizi da artmistir. Standart
OKT’den bir diger fark:i referans aynanin sabit olmasidir. sOKT, yiiksek hizda retinada
transvers olarak cok sayida veri elde ettiginden fokal patolojilerin atlanmasi ihtimalini

azaltir (Resim27).
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Resim27: Saglikli bir gbzde, makula taramasinda; ayni goziin Stratus OKT (solda), ¢ok

yiikksek c¢oziiniirliiklii OKT (ortada) ve sOKT (sagda) ile elde edilen goriintiileri

goriilmektedir.

(B) ERM’lerde OKT Bulgular::

ERM retina i¢ yiizeyinde hiperreflektif bir band olarak segilebilir (Resim28).

Resim28 : Retina i¢ yiizeyinde ERM’ye ait hiperreflektif band, retinal kalinlasma.

ERM kontraksiyonunun ig retina katlarinda olusturdugu distorsiyon, artmis foveal

kalinlik

Foveal kontur diizlesmesi

Dis pleksiform ve intraretinal katlarda sivi birikimine ait yansima azalmasi ya da
kistoid bosluklar (Resim30) [3,98].

Makular psodohol (yalanci delik) formasyonu; gergek tam kat ya da lameler
hollerden farkli olarak foveada fotoreseptor tabakasi kalinlik ve yapi olarak
korunmustur ve ERM’ye bagl olarak psddohol kenarlarinda vitreal tarafa diklesen
kenarlar mevcuttur.

ERM traksiyonuna sekonder gelisebilen lokalize serdz retina dekolmani

Coziniirliigii daha ytliksek spektral OKT ile fotoreseptdr i¢ ve dig segment birlesme

hatti (iS/0S) biitiinliigii [3,99,100].
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2.8.5 Ayiric1 Tani :

Preoperatif donemde goérme azalmasinin epiretinal membran dis1 bir nedenden

kaynaklanmadigini; fundus muayenesi, OKT ve FFA’dan yararlanarak gostermek

Onemlidir.

Ayiricl tanida diisiiniilmesi gereken patolojiler;

Makular hol, baglangi¢ asamasinda veya tam kat olabilmekte, ERM’de olusabilen
psodohol goriiniimiiyle karisabilmektedir. OKT’de fovea merkezinin tam kat
fotoreseptor tabakasinin korunmasi ve FFA’da ge¢ donem floresein sizintisinin
olmamasi psddoholii gosterir.

Submakular bolgede koroidal neovaskiilarizasyon, santral gérmeyi basli basina
azaltan bir klinik antite olup, ERM ile birlikte olmasi halinde membran soyulmasi
ile vizyon artig1 miimkiin olamayacagindan FFA ve ISYA ile ekarte edilmelidir.
Katarakt, ERM hastalarinda preoperatif niikleer sklerozun derecesinin ve katarakt
varliginin tespiti gorme keskinligini azaltan patolojinin tespiti agisindan énemlidir.

Katarakt cerrahisi sonras1 makular 6dem, makular teleenjiektaziler

Retinal vaskiiler tikanikliga (ven kok ya da ven dal tikanikligi) sekonder gelisen
ERM’lerde iskemi nedeniyle makular fonksiyonlar ileri derecede etkilenmis ise;

ERM’nin soyulmasi ile gorme keskinliginde artis gerceklesmeyebilir.

2.8.6 Tedavi:

1978’de  Machamer’m ERM nedeniyle semptomatik goérme bozuklugu olan

hastalarda PPV uygulamasi [3], bu tedavinin gliniimiize kadar geliserek standart tedavi

yontemi olmasinin Oniinii agmistir [107,114].

a. Cerrahi Endikasyonunun Verilmesi:

Goz merkezlerinin ¢ogunda DEIGK diizeyi yaklastk 20/30 ’un (0,6) altina

diistiigiinde EMR soyulmasi i¢in makuler cerrahinin uygulanmasi savunulmaktadir

[115,116].

Metamorfopsisi olan hastalar ¢ok daha i1yi gérme seviyelerinde bile opere

edilebilmektedirler [3]. Fakat su ana kadar cerrahi i¢cin OKT bulgular1 gibi objektif bir

endikasyon rapor edilmemistir.
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b. Spontan Rezoliisyon:

Cerrahi endikasyon oncesinde dikkate alinabilecek bir diger 6zellik nadir de olsa
tamamlanmamis AVD’lerin retinal ylizeyden ayrisarak beraberinde ERM’nin de
ayrigsmasina neden olabilecegi dolayisiyla eriskinlerde %1 oraninda spontan rezoliisyona
rastlanabilecegi belirtilmektedir [1,117].

c. Cerrahi Tedavi:

Epiretinal membranlarin cerrahi tedavisi, PPV-arka segment cerrahisini i¢eren ortak

yaklagimlarla membran soyulmasinda kullanilan 6zel yontemleri icermektedir. Sirasiyla;

Hazirlik ve anestezi asamasi

Sklerotomilerin agilmast

Kor vitrektomi ve arka hyaloidin temizlenmesi

ERM boyanmasi ve soyulmasi

ILM boyanmasi Ve soyulmasi

Periferik retinanin ve arka kutbun iatrojenik yirtik agisindan incelenmesi
Goz i¢i tamponadi verilmesi (opsiyonel)

Sklerotomilerin kapatilmasi, olarak 6zetlenebilir.

2.9 PROTEOMIKS ANALIiZi

Proteomiks genomun tiim protein komplementlerini (proteom) calisan bir bilim
dalidir. Proteomiks ve proteom terimleri Marc Wilkins ve arkadaslarinca 1990’larda
tiiretilmigtir. Bu kelimeler tiim bir organizmadaki tiim genlerin kolleksiyonlarini ifade
eden genomiks ve genom kelimelerinin yansimalaridir. Proteomiks, ¢ok genel anlami
ile RNA-protein iliskisini agiklamaya ¢alisan, hiicre ve dokular1 olusturan proteinlerin
ifade bulmalar1 sirasindaki post-transkripsiyonal modifikasyon ve translasyon
sirasinda olusan degisiklikler ile ilgilenen bir bilim dalidir(118). Hiicrede gerceklesen

posttranslasyonel modifikasyonlar normal ve patolojik dokulardaki farkliliklar1 belirler
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ve proteinde goriilen post-modifikasyonlarin tiimiiniin bilgisini protein kodlayan
bolgelerdeki genomik bilgi tek basina veremez. Bu nedenlerle, genomik ¢alismalar her
zaman nihai protein ekspresyonu hakkinda dogru bilgiler saglayamaz iken yapilan
proteom calismalari, hastalik patolojisini ve fenotipini genomik c¢aligmalardan farkl
yollarla ortaya ¢ikarabilmektedir.

Hastaliklarin erken tanisi, risklerin veya tedavi yanitlariin izlenebilmesi icin
biyobelirteglerin kesfi; klinik sonuglar1 diizeltebilecek yeni tedavilerin gelistirilebilmesi

i¢in protein hedeflerinin tespit edilebilmesi klinik proteomiksin temel amaglarindandir.

2.9.1 Biyobelirtecler

Hastaliklarin patofizyolojisinin zamanla anlasilmast hastalarin  basariyla tedavi
edilebilmesini  etkileyen en temel faktordiir(119). Giiniimiizde biyolojik Orneklerde
molekiiler yontemler kullanilarak birtakim belirtegler yardimi ile tan1 konulmasi olagan bir
uygulamadir. Hastaliklar i¢in yiiksek riskli bireylerin taranmasini, erken tan1 konulmasini,
prognoz tahminini ve tedavi yanitinin izlenmesi bu belirteclerin konsantrasyonlarindaki
degisikliklerin tespit edilmesiyle miimkiin olabilmektedir. Klinik uygulamada kullanilan
bu belirteclerin esas amaci mortalite ve morbiditeyi azaltmaktir. Biyobelirtecler genellikle
monoklonal antikor tabanli metodlarla tespit edilen veya miktar1 Olcililen protein
molekiilleridir. Ancak giiniimiizde biyobelirte¢ olarak kullanilan veya belirte¢ potansiyeli
olan bir¢cok molekiil tek basina ideal bir molekiiliin 6zelliklerini tasimamaktadir. Teorik
olarak her hastalik 6zgiin bir biyobelirtegle ortaya ¢ikarilabilir ve karakterize edilebilir ve
bu belirtecler tek bir molekiil olabilir. Baska bir alternatif ise hastaliga 6zgii bir protein
olmak yerine hastalik durumunda posttranslasyonel modifikasyonlarla degismis olan bir

protein veya proteinler paneli olabilir(120).

2.9.2 Proteom Analizinde Kullanilan Genel Strateji

Ornek hazirlig1 proteom analizi i¢in ilk adimdir. Tiim hiicre ve doku 6ziitlerinde
proteinlerin farkli molekiiler kiitle, yiik, izoelektrik nokta ve c¢oziinilirlige sahip
olmalar1 6rnek hazirlanmasindaki ana problemdir.(121) Ayrica bu asamada 6rnek
karmasikliginin azaltilmasi da Onemlidir. Proteom analizinde ikinci adim analitik
protein ayrim teknolojisidir. Analitik protein ayrim teknolojisinde 6nce kompleks

protein karigimlarimlart belli proteinlere ya da protein alt gruplarina ayrilarak
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basitlestirir. Daha sonra Ornekler arasinda karsilagtirma yapilarak protein
diizeylerindeki farkliliklar belirlenir. Proteinlerin ayrimi arastirictya analizi igin
spesifik proteinleri hedeflemesini saglar. Ilki sivi fazda ayrimin yapildign metod ve
ikincisi ise proteomikste altin standart olup siklikla tercih edilen 2D (iki boyutlu) jel
elektroforez metodu olmak iizere iki tip metod mevcuttur(120,121). Bunlardan farkli
olarak diger protein ayirma teknikleri 1D jel elektroforezi, poliakrilamid jel
elektroforezi 1. SDS- PAGE (denatiire edici page) ve 2.ND-PAGE(non denatiire edici
page), HPLC (ylksek performans likit kromatografisi), kapiler -elektroforez,
izoelektrik fokuslama ve kromatografik yontemlerdir.(120,121) Ayrnistirilmis
orneklerin analizi, Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight
(MALDI-ToF), ESI-MS (electrospray ionization-mass spectrometry), PSDMALDIMS
(Post Source Decay) ve SELDI-TOF (Surace Enhanced Laser Desorption lonization)
yontemleri ile yapilir. Kiitle spektrumu ve kromatogram verileri alinan 6rnekler igin
veri tabaninda tarama yapilmakta ve belirli olasiliklarla protein eslestirmeleri elde
edilmektedir. MALDI-TOF ile protein bilgisine ulasilip proteinin adi konulduktan
sonra,ESI-MS igin kullanmilan Q-TOF ile amino asit dizilimlerine ulasilarak
proteinlerin primer amino asit dizileri aydinlatilabilmektedir. Veri tabanlar1 iizerinden
kimligi belirlenmis olan proteinler degerlendirilerek farkli tedavi dozlarmma yanit,
tedavi edilen ve edilmeyen bireylerdeki protein haritalar1 veya farkli hastaliklari
tastyan vakalar ile kontrol gruplar1 arasinda fark dogrudan ve en giivenilir sekilde

ortaya koyulmaktadir.
2.9.3 MALDI-TOF KUTLE SPEKTROMETRIiSi ANALIZi

Kiitle spektrometre aletleri iyonlastirilmis maddeleri gaz fazinda analiz ederler. Bu
nedenle bir kiitle spektrometresi iyon kaynagi, kiitle/yiik oranini belirleyebilen bir
kiitle analiz cihazi ve bir dedektdrden olusur. Proteinlerin ve biyolojik molekiillerin
gaz fazina taginilabilmesi ESI (electrospray ionisation) veya MALDI (matrix assisted
laser desorption/ionization) teknikleri ile yapilir. MALDI tekniginde analizi yapilacak
maddeler kat1 bir kristal matriks ortamindan lazerle iyonize edilir. Matriksin olmadig1
ortamda biyomolekiil parcalanacagi i¢in matriksin kullanilmas1 sarttir. Iyonlastirilmis
biyomolekiiller elektrik alan igerisinde hizlandirilarak bir tiip igerisine aktarilir.
Iyonlarin bu tiip igerisindeki hizlar1 her bir iyonun kiitle ve yiikii ile dogru orantilidir.

Boylece her bir iyonun tiipten ¢ikis an1 sahip oldugu kiitle/yiik sinyal oranina baglh
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olarak degisir.

MALDI-TOF metodu kullanilarak proteinlerin ve diger biyomolekiillerin
karakterizasyonu ve tanimi miimkiindiir. Bu metod olduk¢a duyarli olup molekiiler
agirliklar1 400 ile 350,000 Da arasindaki polipeptidlerin tanimlanmasini saglar. Elde
edilen kiitle/yiik degerlerinin analizi MALDI-TOF analizinden elde edilen kiitle/yiik
degerleri Swiss-Prot veri bankasinda Prospector adi verilen ve iicretsiz ulasilabilinen
bir programda arastirilabilir. Bu programin amaci arastirilan proteinin kiitle/yiik
degerlerini bugiine kadar bilinen tiim kiitle/ylik degerleri ile karsilastirmak, veri
tabanindaki degerlerle eslesip eslesmedigini arastirmak ve hangi proteine ait oldugunu
tespit etmeye calismaktir. Protein prospektor igerisinde birka¢ farkli programi
kullanmak miimkiindiir. (Swiss-Prot veri bankasi, http://prospector.ucsf.edu/)

Bu baglamda kullanabilecegimiz ikinci bir program da Peptident ad1 altinda sunulan ve
Expasy veri bankas: tarafindan {icretsiz olarak kullanima acilan veri tabamidir
(http://ca.expasy.org/tools/peptident.html). Olduk¢a kolay kullanilabilinen bir kullanici-
ortamina (interface) sahip olan bu program elde edilen kiitle/ylik degerlerini direk olarak

veri bankasi i¢erisinde arastirir.

Kisacast proteomiks analizinde kullanilan genel strateji; (1) Ekstraksiyon,
soliibilizasyon, On-fraksiyonlama, DNA’nin uzaklastirilmasi, yaygin bulunan
proteinlerin uzaklastirilmasi gibi teknikleri igeren 6rnek hazirligi. (2) Protein ve/veya
peptitlerin tanimlanmasi1 (identifikasyonu) ve elektroforeze dayali tekniklerin

kullanimidir.

2.9.4 2D Jel elektroforez ¢calismalari

Protein orneklerinin hangi fokuslama araliginda calisilacagini belirleyebilmek i¢in, 7 cm
boyutunda pH 3-10 araliginda lineer striplerde bir 6n ¢alisma yapildi (Sekil 4). Yapilan bu
on calisma neticesinde Orneklerin 11 cm’lik genis jellerde ve pH 3-10 araliginda
caligilmasinin uygun olacagi sonucuna varildi. Bu amagla metod kisminda anlatildig: gibi
her bir 6rnekten ikili tekrar olacak sekilde 900 pg protein kullanilarak 2D-jeller iiretildi.
Uretilen jeller Mura-fast boyasi ile boyandi, VersaDoc MP4000 sistemi ile goriintiilendi ve
goriintiiler PDQuest Advance yazilimi ile analiz edildi (Sekil 5).
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3.GEREC VE YONTEM

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 A.D. retina departmaninda Mayis
2017-Agustos 2018 tarihleri arasinda idiyopatik epiretinal membran tanisiyla pars plana
vitrektomi uygulanacak 12 hastanin 12 g6zii ve kontrol grubu olarak da herhangi sistemik
hastalig1 olmayan 12 hastanin 12 gozii ¢alismaya dahil edildi.

Calismamiza idiyopatik ERM tanisi ile PPV yapilmasi planlanan hastalar alindi.
Proliferatif diabetik retinopatisi olan hastalar, glokom-iiveit tanist olanlar, sekonder
epiretinal membran tanisiyla operasyon planlanan ya da daha Once gegirilmis cerrahi
Oykiisii olan edilmis hastalar ¢galismaya dahil edilmedi.

Hastalarin fundustaki ERM goriiniimleri Gass smiflamasi kullanilarak simiflandirildi.
Calismaya dahil edilen tiim hastalarin baslangic gérme keskinligi Snellen eseli ile, gz i¢i
basinglar1 Goldmann aplanasyon tonometrisi ile degerlendildi. 6mm/Hg’ nin alt1 hipotoni,
25mm/Hg’nin {stii hipertoni olarak kabul edildi. Biyomikroskopik incelemede fakik
hastalarda niikleer skleroz ve katarakt varligi biyomikroskop ile subjektif olarak
derecelendirildi. Fundus muayeneleri biyomikroskop esliginde 90D’lik standart lenslerle
yapildi.

ERM’lerin yapisi, retinal yiizeyle ve arka hyaloidle olan iligkisi hastanemizde kullanilan

Spektralis OKT cihazi ile degerlendirildi.

OKT’de epiretinal membran varligi retinanin 6niinde, ince, yiiksek reflektiviteli band
olarak tanindi.

Santral makula kalinligi biitiin hastalarin OKT horizontal kesitlerinde, fovea
merkezinde vitreomakiiler yiizey ve retina pigment epiteli arasindaki mesafenin 6l¢iimii ile
saptandi.

Operasyon oncesinde cerrahinin olasi riskleri ve faydalari hakkinda tiim hastalara
ayrintili bilgi verildi ve Helsinki deklarasyonuna uygun olarak diizenlenmis, aydinlatilmis
onam formlar1 imzalatild1.

Cerrahi endikasyon DEIGK diizeyleri Snellene gére 0,6 ve daha az oldugunda,
metamorfopsi varliginda, semptomlar progresyon gosterdiginde tek cerrah tarafindan PPV
endikasyonu konuldu. 12 gozden 4 ‘line kombine FAKO emiilsifikasyonuyla katarakt
ekstraksiyonu+IOL implantasyonunu takiben PPV yapildi. 8 gdzde yalnizca PPV
uygulandi.
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Tiim gozlere standart pars plana vitrektomi uygulandi.Cerrahi islem baglamadan once
proteom analizi i¢in vitreus Ornegi alindi.Calisma grubundan alinan vitreus drneklerinde
lense ait herhangi bir protein iceriginin de olabilecegi diisiiniilerek kontrol grubu saglikli
katarakt cerrahisi gegirecek olan hastalarda arka kapsiil agilmasi olan hastalardan segildi ve
bu hasta grubundan vitreus 6rnegi alinarak lense ait olabilecek proteinlerin dislanmasi

hedeflendi.

12 hastanin 12 gozii de kontrol grubunu olusturmaktaydi. Kontrol grubuna herhangi bir
sistemik ve retinal hastaligi olmayan saglikli grup hastalar alindi. Katarakt cerrahisi
sirasinda arka kapsiilii acilan hastalardan vitreus Onegi alindi. Kontrol grubuna dahil
edilmeme kriterleri, {iveit atagi gecirme bulgusu, glokom, yasa bagli makula
dejenerasyonu, retinal arter ya da ven okliizyonu, hipertansif retinopati, diyabet tanist ve

daha once vitreoretinal cerrahi gecirmis olan hastalar kontrol grubuna alinmadi.
3.1 Ornek Alinma Bicimi ve Cerrahi Teknik:

Tim midahaleler ameliyathane kosullarinda yapildi. Kontrol gruplarinda peribulber
anesteziden sonra goz kapaklar1 ve ¢evresi %10’ luk povidon-iyodin emdirilmis steril gazli
bezle silindi. Kurulandiktan sonra steril drape ortiildii. Katarakt cerrahisine basladiktan
sonra islem esnasinda komplikasyon sonucunda arka kapsiilii agilan hastalardan
transkonjuktival 23 gauge sklerotomi agilarak, okiitomun aspirasyon ucuna enjektor
takilmis bir vaziyette vitreus ornegi(yaklasik 0,5-0,6 mL) alindi. Bu islemlerin hi¢ birinde
on kamara koruyucu ve infiizyon kullanilmadi. Ardindan rutin cerrahi prosediire devam
edildi

Calisma gruplarinda 4cc(lidokain+bupivakain karisimi) retrobulber anesteziden sonra
g0z kapaklar1 ve cevresi %10’ luk povidon-iyodin emdirilmis steril gazli bezle silindi.
Kurulandiktan sonra steril drape ortiildii. Steril kapak ekartorii yerlestirildikten sonra rutin
PPV girisleri olan klasik ii¢ port pars plana vitrektomi ( 12 gozde ) ile aymi cerrah
tarafindan yapildi.Infiizyon ve &n kamara koruyucu kullanilmadan once okiitomun
aspirasyon ucuna enjektor takilmis bir vaziyette vitreus ornegi(yaklasik 0,5 mL) alindi ve
ardindan inflizyon agilip basing ayarlamasi yapilip hipotoniye izin verilmedi. ERM
soyulmasinin ardindan retinal yiizeyde ikincil bir membran yapis1 goriilen ve ILM

kinisikligt bulunan olgularda ILM soyulmasi uygulandi. ILM ve ERM soyulmasinda
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cerrahi boya olarak tripan mavisi, indosiyanin yesili, triamsinolon asetonid kullanildu.
Peroperatif, hava, SF6 , C3F8 gazlar1 tamponad olarak tercih edildi, hi¢bir vakada silikon
yag1 kullanilmadi.

Alinmis ornekler steril ependorf tiiplerine yerlestirildikten sonra, -80 derecelik s1v1 azot
tankinda dondurulup, -80 derecede buzdolabinda bekletildi. Ornekler hep aymi cerrah

tarafindan alindi. Higbir operasyonda komplikasyon gelismedi.

N . Ak TRSNIRN 1 '
Resim 29: Soldan saga; infiizyon setinin ve cerrahi girig yerlerinin trokarlar yardimiyla

transkonjunktival yerlesimi ( KOUGH operasyon goriintiilerinden alinmistir. ).

3.2 PROTEOMIKS DEGERLENDIRMESI

3.2.1 Orneklerden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Vitroz sivist ve retina orneklerinden protein oziitleri DIGE tamponu (7 M Urea,
2 M Thiourea, 30 mM Tris, and 5 mM Mg(CH3COO),, pH 9) igerisinde hazirlandi.
Orneklerin homojenizasyonu sirasinda protein yikimini engellemek igin proteaz
inhibitér karisimi eklendi. Homojenize edilen 6rneklerden proteinleri igeren sivi
kism1 elde edebilmek igin ornekler dnce +4°C’de 10.000xg’de 10 dk santrifiij
edildi, olusan sivi iist faz temiz yeni tiipe alinarak oOrnekler tekrar 4°C’de
20,000xg’de 30 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iyice temizlenen protein
iceren supernatant dikkatlice pipet yardimiyla alinarak Lo Binding tiipler igerisine

aktarildi.
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3.2.2 Protein Konsantrasyonunun Tayini

Ornekler kullamlmak {izere -80°C’de saklama oncesi protein konsantrasyonlarmnin
Olclilmesi gerekmektedir. Protein konsantrasyonlar1 hazirlanan standartlar ve gerekli
ornek dillisyonlar1 kullanilarak Bradford metodu ile belirlendi ve tiipler {izerine

konsantrasyonlar yazilarak drnekler hizli dondurma sonrasi -80°C’de saklandu.

3.2.3 Protein Orneklerinin Odaklanmalari ve 2D Jel Elektroforezleri

Protein Orneklerine ilk asamada IPG stripler lizerine gecebilmeleri igin striplerle
birlikte rehidrasyona tabi tutuldu. izoelektrik odaklamada 6nciil denemeler i¢in 7cm’lik
IPG stripler (pH 3-10 NL), analizler i¢in ise 17 cm’lik IPG stripleri (pH 5-8 NL). ). Bu
asamada 7cm IPG stripler i¢in 100 pg, 17cm IPG stripler i¢in ise 750 pg protein 6rnegi
kullanildi. Gerekli miktardaki protein 6rnegi 2D rehidrasyon tamponu ile karistirilip
icerisine stripin pH'sina uygun %1 Amphylote ve %1 TBP eklendi. Bu asamadan sonra
protein Ornekleri fokuslama trayleri igerisine konuldu ve orneklerin {izerlerine uygun
IPG stripler dikkatli bir sekilde yerlestirilerek SOpA/IPG Strip akim uygulanacak
sekilde PROTEAN IEF (BioRad) igerisinde aktif rehidrasyona tutuldu (20°C). Aktif
rehidrasyon sirasinda 1. saatin sonunda Ornegin buharlasmasini 6nlemek i¢in IPG
striplerin tizerilerine 2-3 ml mineral yag: ilave edildi ve yaklasik 16 saat rehidrasyon
islemine devam edildi.

Rehidrasyon isleminden sonra IPG striplerin izoelektrik odaklamasma gecildi.
Rehidrasyon sonunda IPG stripler alinarak iizerlerinde fazla miktarda bulunan yag
kurutma kagidi ve su yardimi ile temizlendi, ardindan temiz bir fokuslama trayi
igerisine konularak iizerlerine yeni mineral yag eklendi. Trayler daha sonra yine
PROTEAN IEF (BioRad) igerisine konularak adim adim akimi ytiikselten ii¢ asamali
bir program ile 20°C’de fokuslandi (7cm'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk Linear,
S2: 4000V 2 saat Lineer, S3: 4000volt, 10000 V-saat, Rapid, toplam 5 saat 14000 V-
saat. 11cm'lik IPG stripler i¢cin S1:250V 20 dk Linear, S2: 8000V 2.5 saat Lineer, S3:
8000volt, 20000 V-saat, Rapid, toplam 5.3 saat ~30000 V-saat. 17cm’'lik IPG stripler
icin S1:250V 20 dk Linear, S2: 10000V 2.5 saat Lineer, S3: 10000volt, 40000 V-saat,
Rapid, toplam 7 saat ~50000 V-saat.). Fokuslama sirasinda proteinler ait olduklari

izoelektrik noktalaria gdre IPG strip iizerinde siralanirlar.
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Fokuslama sonrasinda stripler tampon | (6M iire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2%
SDS, 20% gliserol, 2% (w/v) DTT) ve tampon II (6M iire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2%
SDS, 20% gliserol, 2% (w/v) iodoasetamid) icerisinde 30 dk’lik siirelerle yikandi.
Stripler bu asamadan sonra hazirlanan veya precast olarak alinan poliakrilamid jellere
(12% veya degisik konsantrasyonlarda) yerlestirilerek elektroforez (7 cm'lik stripler
icin Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad) kullanilarak ve 17 cm'lik stripler i¢in Dodeca
Cell (Bio-Rad) kullanilarak 35mA 30 dk, 48mA 5 saat 16°C’de) ile molekiiler
bliytikliiklerine (MW) gore ikinci boyutta (2D) ayirima tabii tutuldu [Laemmli vd.
1970]. ikinci boyutta ayirim sirasinda kullanilacak jeller icin jel jel farkliligini ortadan
kaldirmak amaciyla ¢oklu o6rnek calismalarinda 17'cm'lik stripler icin DODECA
(BioRad) jel dokme, jel yiirlitme ve boyama sistemi kullanildi.

Elektroforez sonrasinda jeller 40% metanol, 10% asetik asit icerisinde en az bir saat
fikse edildi ve ardindan laboratuarimizda tiretilen Murafast colloidal Coomassie mavisi
boyasi igerisinde gece boyu boyandi. Jellerin goriintiilenmesi VersaDoc sistemi
(BioRad) ile yapildiktan sonra jellerin analizleri PDQuest Advanced programi ile
yapilarak istatistiki olarak anlamli olan spotlarin kesimi Spot-cutter robotu (BioRad) ile
yapildi.

3.2.4 In-Gel Tripsin Kesimi ve Zip-Tip C18

Protein spotlarindan peptidlerin elde edilebilmesi i¢in proteinlerin jel igerinde
peptidlerine ayrilmasi ve ardindan jelden izole edilmeleri gerekmektedir. Bu islem igin
spot 6rnekleri %50 asetonitril (ACN) ve %50 25 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi
icerisinde destain edilerek calkalamali vorteks iizerinde yikanir. Yikama sonunda
ornekler 25mM amonyum bikarbonat igerisinde 10% TCEP olacak sekilde 60°C’de 10
dk disiilfit baglarinin  kirilmas1 saglanacak reducing edilir. Ardindan son
konsantrasyonu 100 mM iyodaasetamit (IAA) olan 25mM amonyum bikarbonat
icerisinde oda sicakliginda karanlikta 1 saat bekletilerek indirgenmis olan sistin yan
zincirlerinden metillenecektir (Alkylation). Bu islem sonunda %100’liik ACN igerisine
alinan spotlar, ACN uzaklastirildiktan sonra son konsantrasyonu 10ng/ul olan tripsin
ile 30°C’de gece boyu kesime almir. Orneklerin Zip-Tip’leri uglarin énce ACN ve
0,1% triflorik asit ile dengelenmesi ile baslar. Her 6rnek 25-30 defa pipetlendikten
sonra MALDI matriks ile MALDI plate lizerine eliisyonu yapilir.
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3.2.5 MALDI TOF-TOF Analizi

Zip-tip sonrast MALDI plate yerlestirilen 6rneklerin AbSciex 5800 MALDI-TOF-
TOF (MS/MS) cihazinda analizleri yapildi. MALDI-TOF-TOF bir kiitle
spektrometresi olup lazer 15181 kullanarak iyonize ettigi peptitleri vakumlu bir tiip
icerisinde ayristirdiktan sonra kiitle/yilk (m/z) oranlarina ve peptitlerin amino asit
dizilimlerine gére tanimlamaya yardimci olur. Cihazdan elde edilen veriler online
MASCOT data bankasindan Protein Pilot programi kulanilarak hangi proteine ait
olduklar belirlenir.

MALDI kalibrasyonu eksternal veya internal kalibrant kullanilarak yapilacak, her
bir spektrum i¢in ortalama 200 lazer vurusu kullanilacaktir.
Elde edilen tiim spektralar (m/z), arama parametreleri; bir hatali kesim bolgesi, fiksed
modifikasyon olarak carbamidomethyl (cysteine), degisken modifikasyon olarak Met
oksidasyonu, peptid yiikii +1, monoizotopik kiitle degerleri, peptid kiitle tolerans1 £50
ppm, fragment kiitle tolerans1 £0.25 Da olarak belirlenerek MASCOT bilgi bankasinda
analiz edildi.
3.2.6 Biyoinformatik Analizler

Tanimlanan proteinler arasindaki biyolojik iliskiyi ortaya koymak ve hiicresel
yolaklar1 belirlemek i¢in ise Panther ve String programlari kullanildi. Bu programlarin
her ikisi de internet {iizerinden {icretsiz olarak kullanilabilen programlar olup

http://www.pantherdb.org/ ve https://string-db.org/ web adreslerinden ulasilabilir.
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4 BULGULAR

4.1 ISTATISTIKSEL ANALIZ

SPSS Versiyon 21 ,Kruskal Wallis testi ,Mann Whitney U testi kullanilarak yapildi.
Sayisal veriler, % 95’lik giiven araliginda bulundu. Tiim istatistiksel analizlerde “p”
degerinin < 0,05 olmas1 anlamli kabul edildi

4.1 .1 Demografik Ozellikler:

Calismaya 24 hastanin 24 gozii dahil edildi. Kontrol ve hasta grubunun her birinde
12 hastanin 12 gozii vardi.Hastalarin 9 i erkek 3’si kadindi. Yagslar1 24-69 arasinda
degisen hasta grubunda ortalama yas 56 + 5,0 idi. Gozlerden 7’1 sag, 5’1 sol ERM tanisiyla
opere edildi .Kontrol grubunda ise hastalarin 7  si erkek 5 ‘i kadindi.Kontrol grubunda
opere olan gozlerden 9 ‘u sag 3’0 sol katarakt tanisi ile opere edildi.Kontrol grubunun
yaslar1 59-76 arasinda degismekte olup ortalama yas 67+4,0 idi.
4.1.2 Preoperatif Muayene Bulgulari:

« Preperatif diizeltilmis en iyi gérme keskinligi (DEIGK) opere gozlerde ortalama

0,37+ 0,230 idi.

e Gozlerin 5’1 psddofak, 3’ ii niikleer skleroz,4 “ iinde niikleokortikal katarakt vardi.

e Olgularin ortalama gbz i¢i basinglart (GIB) aplanasyon ile 15,78+2,11mmHg
bulundu.

o Hasta grubunda ortalama OKT kalinlig1 430pum +24 pm olarak bulundu.

Protein konsantrasyonunun ¢ok diisiikk olmasi nedeniyle 6lgiim yapilamadigindan yiiksek
hacimde Ornegin ¢oktiiriilmesi ve ¢okeltinin DIGE tamponu igerinde tekrar ¢oziilmesi
saglanarak konsantrasyonun artirilmasi ve drnegin temzilenmesi saglandi. Coktiiriilmiis ve
coktiirlilmemis drneklerden bir boyutlu (1D) jel elektroforezi yapilarak 6rnek kalitesi ve
miktar1 kontrol edildi (Sekill) Sekilde goriildiigii gibi ¢oktiirme sonrasinda protein

konsantrasyonun arttig1 gézlendi.
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Cokturulmus Gelen
vitreus sivisi vitreus sivisi

K2 K2
20 pl

2 ul (18,6 pg/ul)

Sonuglar Sekil 1. Kontrol grubuna ait K2 vitreus Orneginin ¢oktliirme sonrasi ve

Oncesi bir boyutlu jel elektroforezi goriintiisii

Coktiirtilmiis 6rnegin ornek kalitesinin ve protein miktariin daha iyi olmasi nedeniyle
tiim Orneklerin bu sekilde hazirlanmasina karar verildi. Yapilan Bradford ol¢iimleri
sonucunda Ozellikle hasta grubuna ait Orneklerin hacimlerinin ve protein

konsantrasyonlarinin ¢ok diistik oldugu gorildii (Sekil 2).
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Hasta Kontrol

1 2 3 4 5 6

*QOrnekler TCA/Aseton ¢oktiirme ile temizlendi

*Ornekler Hasta ve Kontrol olmak tizere
iki ayn havuzda toplandi

Hasta Kontrol

Sonugclar Sekil 2.

Yapilan 1D-jel elektroforezi ¢alismalarinda hem hasta hem de kontrol grubunun
ornek miktarlar1 ve konsantrasyonlarimin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle, iki boyutlu
(2D) jel eletroforezi ¢alismalarinda kullanilacak protein havuzlarinin  6rnek
konsantrasyonuna gére degil hacime gore olusturulmasma karar verildi. Ornek
havuzlar olusturulurken hacimce en az olan 6rnek baz alinarak olusturuldu. Bradford
yontemiyle protein havuzlarinin konsantrasyonu 6lgiildiikten sonra 1D-jel lektroforezi
yapilarak Ol¢imiimiiz onaylandi (Sekil 3). Deney sonucunda olusturulan hasta ve
kontrol grubu protein havuzlarinin esit miktarda protein igerdigi goriildii. Yapilan bu
onciil analiz, 6rneklerin karsilagtirmali 2D-jel ¢alismalarina uygun oldugunu ve elde
edilecek bilgilerin giivenilir olacagini gosterdi. Toplamda yaklasik olarak 3000 pg
protein iceren havuzlar calismanin sonuna kadar kullanilacak sekilde pargalar ayrildi

ve -80°C’de saklandi.
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Kontrol Hasta
Havuz Havuz

Sonuglar Sekil 3. Kontrol ve hasta havuzu 6rneklerinin bir boyutlu jel elektroforezi

goriintiisii. Her kuyucuga 10 pg protein yiiklenmistir

Yapilan analizler jeller iizerinde ortalama 148 adet protein spotunun bulundugunu
gosterdi (Sekil 6). Jeller arasi eslesme oraninin %98 oldugu goriildii. Kontrol grubu
i¢inde yapilan analizde varyasyon katsayisinin 25.67, ERM grubu igerisinde ise 22.65
oldugu bulundu. Bu rakam jellerin protein profillerinin genel manada birbirine ¢ok

benzer olduguna isaret etmektedir
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KONTROL 2DE jellerine ait goriintiler

HASTA 2DE jellerine ait gériintiler
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Sonuclar Sekil 4. 2D jel goriintiisii: pH3-10 aralifinda protein dagilimmni ve sayisini

belirlemek amaciyla yapilmis 7em’lik 2D jel goriintiisii. (M: Unstained Protein Molecular

Weigth Marker, ThermoScientific, CatN026610)
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Sekil 5. 11 cm’lik genis jellerde ve pH 3-10 arallglﬁda caligilmis jellerin PDQuest

Advance yazilimu ile analizi
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Sekil 6. Her bir grup icin elde edilen 2D jel goriintiileri ve regiilasyon goriilen ve

kesilip tanimlanan proteinlerin jel {izerindeki pozisyonlari

Jellerin gorsel analizi Orneklerin protein araliginin hem yiiksek hem de diisiik
molekiiler agirlikta proteinler icerdigini gosterdi. Baz1 protein spotlart diger spotlara
gore baskin bir goriintii verdi ve bu spotlarin daha biiyiik molekiiler agirlikli
proteinlerden olustugu goriildii. Ancak bu protein spotlarinin jel {izerindeki

dagilimlar1 homojen olmadigr i¢in

bu spotlar arasindaki karsilastirma saglikli sonuglar vermedi ve bu nedenle bu spotlar
tanimlanmadi. Yapilan analizde jel lizerindeki diger spotlarin regiilasyon oranlarinin
saglikli bir sekilde hesaplanabilecegi goriildii ve karsilastirmali analizler bu spotlar ile
yapildi. Toplamda 24 protein spotunda en az 2 kat regiilasyon oldugu goriildii. Bazi
proteinler segici olarak sadece kontrol grubunda gozlemlendi. Bu spotlar,
tanimlanmak amaci ile jellerden otomatik spot cutter cihazi ile kesildi ve jel-i¢i tripsin
ile kesilerek peptidlerine ayrildi. Ayrilan peptidlerin kiitle/yiik (m/z) oranlart MALDI-
TOF/TOF cihaz ile belirlendi (Sekil 7). Belirlenen m/z oranlart MASCOT yazilimi
araciligi ile protein tanimlamada kullanildi. Tanimlanan protein listesi tablo 1°de

verilmistir.
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TABLO X: MALDI SONUCLARI

Dizi
Spot | SSP AC Protein Kayit S Skor | Beklenti | Eslesme | pl ortiismesi Protein Tanim Gozlenen Hesaplanan Iyon Peptit
no. (Da) %)
P0100 | A1IAT_HUM 4,00E- 53
A6 2302 |9 AN 46707 | 137 |10 20 7 |40 Alpha-1-antitrypsin 1078.5055 1077.5203 27 K.FLENEDRR.S
P0100 | ANT3_HUM 6,3
A2 4502 |8 AN 52569 [340 |2e-030 (41 2 |43 Antithrombin-111 1211.6349 1210.6346 6 R.FRIEDGFSLK.E
1340.6526 1339.6561 66 K. TSDQIHFFFAK.L
1674.8522 1673.8373 48 K.LQPLDFKENAEQSR.A
1874.8826 1873.8653 7 K. ATEDEGSEQKIPEATNR.R
Q9Y2 | CRYL1_HUM 5,8 Lambda-crystallin
Al2 | 5202 |S2 AN 35396 |58 0,036 12 1 |37 homolog
P0277 |VTDB_HUM Vitamin  D-binding R.VCSQYAAYGEK.K +
A4 | 3405 |4 AN 52929 |303 |1le-026 (29 54 |40 protein 1275.6118 1274.5601 71 Carbamidomethyl (C)
1326.7506 1325.7456 8 R.RTHLPEVFLSK.V
K.SLGECCDVEDSTTCFNAK.
2092.8245 2091.8184 64 G + 3 Carbamidomethyl (C)
K.SCESNSPFPVHPGTAECCT
2264.9507 2263.9297 17 K.E + 3 Carbamidomethyl (C)
K.EVVSLTEACCAEGADPDC
YDTR.T + 3 Carbamidomethyl
2518.0371 2517.0094 29 (C)
P0276 | FETUA_HUM 54 Alpha-2-HS- K.QYGFCK.A +
C9 3202 |5 AN 39300 |95 7e-006 |16 3 |19 glycoprotein 802.3369 801.3480 29 Carbamidomethyl (C)
813.4314 812.4432 29 K.FSVVYAK.C
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P3695 | PEDF_HUMA 1.6e- 59 Pigment epithelium-
A8 5203 |5 N 46313 |521 |048 33 7 |42 derived factor 855.4614 854.4610 10 R.TESIIHR.A
977.5212 976.5229 63 K.SSFVAPLEK.S
R.YGLDSDLSCK.I +
1157.5018 1156.5070 42 Carbamidomethyl (C)
1383.6732 1382.6718 57 K.LQSLFDSPDFSK.I
1516.6899 1515.6729 35 K.TSLEDFYLDEER.T
1559.7987 1558.7780 33 K.LAAAVSNFGYDLYR.V
1644.7882 1643.7679 107 R.KTSLEDFYLDEER.T
P0102 | CO3_HUMA 6,0
All | 8602 |4 N 187030 | 147 |4e-011 |39 2 12 Complement C3 1139.5088 1138.5335 29 K.IFYYIYNEK.G
K.SGQSEDRQPVPGQQMTLK
1985.9661 1984.9636 18 A
P0276 | TTHY_HUM 5,5
Al2 | 3001 |6 AN 15877 |207 |4e-017 |11 2 |57 Transthyretin 1394.6080 1393.6150 83 K. AADDTWEPFASGK.T
1522.7061 1521.7100 74 R.KAADDTWEPFASGK.T
POCOL | CO4B_HUM 5.1e- 6,7
B9 |6001 |5 AN 192673 | 296 |026 38 3 |9 Complement C4-B 969.4869 968.4967 59 R.VEYGFQVK.V
K.FACYYPR.V +
976.4300 975.4273 29 Carbamidomethyl (C)
1052.4574 1051.4570 29 R.GLQDEDGYR.M
1086.6097 1085.6233 45 K.ITQVLHFTK.D
R.CSVFYGAPSK.S +
1115.4976 1114.5117 33 Carbamidomethyl (C)
1909.8595 1908.8743 57 R.LLATLCSAEVCQCAEGK.C
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+ 3 Carbamidomethyl (C)

POCOL | CO4A_HUM 5.1e- 6,6
B10 |7103 |4 AN 192650 | 296 |026 38 5 |9 Complement 969.4869 968.4967 59 R.VEYGFQVK.V
K.FACYYPR.V +
976.4300 975.4273 29 Carbamidomethyl (C)
1052.4574 1051.4570 29 R.GLQDEDGYR.M
1086.6097 1085.6233 45 KITQVLHFTK.D
R.CSVFYGAPSK.S +
1115.4976 1114.5117 33 Carbamidomethyl (C)
R.LLATLCSAEVCQCAEGK.C
1909.8595 1908.8743 57 + 3 Carbamidomethyl (C)
P4122 |PTGDS_HUM 7,6 Prostaglandin-H2 D-
Cr |8102 |2 AN 21015 |80 0,00022 |19 6 |[36 isomerase
P0264 | APOA1 HUM 6.4e- 55
B5 7102 |7 AN 30759 |465 |043 34 6 |65 Apolipoprotein A-I 1283.5745 1282.5652 19 KWQEEMELYR.Q
1301.6411 1300.6411 30 R.THLAPYSDELR.Q
K.LSPLGEEMRDR.A +
1318.6263 1317.6347 20 Oxidation (M)
1380.7007 1379.7085 58 K.VQPYLDDFQKK.W
1467.7877 1466.7841 6 K.VEPLRAELQEGAR.Q
1723.9513 1722.9376 46 R.QKVEPLRAELQEGAR.Q
K.DSGRDYVSQFEGSALGK.
1815.8594 1814.8435 81 Q
P0275 | RET4_HUMA 2,30E- 5,7 Retinol-binding
C2 6102 |3 N 22995 (100 |06 16 6 |46 protein 4 1106.5879 1105.5880 12 R.VKENFDKAR.F
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1161.5194 1160.5325 5) R.FSGTWYAMAK.K
R.FSGTWYAMAK.K +
1177.5178 1176.5274 29 Oxidation (M)
K.GNDDHWIVDTDYDTYAV
QYSCR.L + Carbamidomethyl
2693.1497 2692.1136 3 ©
P4332 | CRBB2_HUM
B11 |8101 |0 AN 23365 |403 1e-036 |35 6,5 | 64 Beta-crystallin B2 1024.4340 1023.4410 14 R.WDSWTSSR.R
R.IRDMQWHQR.G +
1285.6027 1284.6146 23 Oxidation (M)
1408.7230 1407.7398 63 K.IILYENPNFTGK.K
1760.8491 1759.8318 7 R.VQSGTWVGYQYPGYR.G
K.GDYKDSSDFGAPHPQVQS
2190.0349 2189.0138 44 VR.R
P0183 | IGKC_HUMA 8,10E- 5.5 Ilg kappa chain C K.SFNRGEC.- +
C5 5001 |4 N 11602 (174 |14 12 8 |80 region 869.3373 868.3497 11 Carbamidomethyl (C)
KVYACEVTHQGLSSPVTK.S
1875.9029 1874.9197 73 + Carbamidomethy! (C)
1945.9893 1945.0197 30 - TVAAPSVFIFPPSDEQLK.S
P2291 |CRBS_HUM 1.6e- 6,4
B12 |6001 |4 AN 20993 [231 |019 27 4 |56 Beta-crystallin S 891.3817 890.4069 8 R.WMGLNDR.L
1156.5638 1155.6037 35 R.AVHLPSGGQYK.I
1517.7045 1516.7310 8 KJITFYEDKNFQGR.R
R.YDCDCDCADFHTYLSR.C
2097.7371 2096.7663 16 + 3 Carbamidomethyl (C)
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R.RYDCDCDCADFHTYLSR.

2253.8342 2252.8674 16 C + 3 Carbamidomethyl (C)
P0251 |CRYAB _HU 3.2e- 6,7 Alpha-crystallin B
C6 6002 |1 MAN 20146 | 298 |026 29 6 |73 chain 1088.4939 1087.5047 17 R.QDEHGFISR.E
1213.6327 1212.6503 42 K.HFSPEELKVK.V
1374.6979 1373.6993 8 R.RPFFPFHSPSR.L
1822.0381 1821.0360 13 R.TIPITREEKPAVTAAPK.K
P2235 | GPX3_HUMA 5.1e- 8,2 Glutathione
B6 4101 | 2 N 25537 | 146 |011 24 6 |44 peroxidase 3 818.4219 817.4374 19 K.FYTFLK.N
K.NSCPPTSELLGTSDR.L +
1633.7434 1632.7413 32 Carbamidomethyl (C)
P0581 | CRBA1_HUM 5,8
C1 8001 |3 AN 25134 | 177 |4e-014 |29 1 |58 Beta-crystallin A3 1611.8203 1610.8053 17 KITIYDQENFQGKR.M
P2531 | ZA2G_HUM 1.6e- 55 Zinc-alpha-2-
C8 2202 |1 AN 33851 |111 |007 20 7 |34 glycoprotein
P0672 | APOA4_HUM 6,40E- 52
A7 4303 |7 AN 45371 | 255 |22 34 8 |47 Apolipoprotein A-IV | 1104.5543 1103.5611 29 R.LEPYADQLR.T
P0101 | AACT_HUM 1,30E- 53 Alpha-1-
C10 [0501 |1 AN 47621 |272 |23 31 3 |30 antichymotrypsin 960.4997 959.5036 14 K.ADLSGITGAR.N
1061.5648 1060.5804 19 R.EIGELYLPK.F
1094.6095 1093.6244 53 R.NLAVSQVVHK.A
1108.5392 1107.5461 11 R.WRDSLEFR.E
1972.9100 1971.8897 26 K. AKWEMPFDPQDTHQSR.F
K. AKWEMPFDPQDTHQSR.F
1988.8954 1987.8847 4) + Oxidation (M)
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R.LYGSEAFATDFQDSAAAK

2019.9648 2018.9585 1 K.L
Q9UB | OPT_HUMA 53
C8 2203 | M4 N 37237 |61 0.017 16 9 |23 Opticin
P0185 | IGHG1 HUM 1,60E- 8,4 Ilg gamma-1 chain C
C12 |7301 |7 AN 36083 (181 |14 20 6 |34 region 838.4763 837.4960 35 K.ALPAPIEK.T
1186.6123 1185.6394 38 K.GPSVFPLAPSSK.S
1286.6543 1285.6666 17 R.EPQVYTLPPSR.D
1677.7789 1676.7947 10 K.FNWYVDGVEVHNAK.T
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Tanimlanan 24 proteinin gruplar arasinda nasil bir regiillasyona ugradigin1i daha net
belirleyebilmek i¢in, spotlarin yogunluklar1 6l¢iiliip oranlamalar yapilmistir (Tablo 2).
Kontrol grubuna gére ERM grubunda Alpha-1-antitrypsin, Vitamin D-binding protein,
Complement C3, Complement C4-B, Complement C4-A, Retinol-binding protein 4,
Beta-crystallin B2, Ig kappa chain C region, Beta-crystallin S, Alpha-crystallin B chain,
Alpha-1-antichymotrypsin, Opticin diizeylerinde azalma, Alpha-1-antitrypsin , Lambda-
crystallin homolog , Alpha-2-HS-glycoprotein , Pigment epithelium-derived factor |,
Transthyretin , Prostaglandin-H2 D-isomerase , Apolipoprotein A-l1 , Glutathione
peroxidase 3 , Beta-crystallin A3, Zinc-alpha-2-glycoprotein , Apolipoprotein A-1V , Ig

gamma-1 chain C region diizeyinde artma goriildii.

Elde edilen regiilasyon oranlarinin gorsel olarak da gercekligini gdsterebilmek igin
ilgili spotlar, jeller tizerinde bulunarak yakin-¢ekim resimleri alindi (Sekil 8 ). Yapilan
gorsel analiz sonucunda spotlarin yogunluk ol¢iimlerinin dogru tayin edildigi ve elde

edilen regiilasyon oranlarinin dogru ifade edildigi kanaatine varildi.
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Hasta
Hasta/Kontrol _
grubundaki
SSP Hasta Kontrol |Regiilasyon
regiilasyon
Oram )
trendi
2302 P01009 Alpha-1-antitrypsin 4793514 (2898158 |1,653986 1
4502 P01008 | Antithrombin-I11 2603867 |4608737 |0,564985 !
Lambda-crystallin
5202 Q9Y2S2 1125905019241240 (1,218348 1
homolog
3405 P02774 | Vitamin D-binding protein [6177656 |8880924 |0,69561 !
3202 P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein (3110668 |2416991 (1,287 1
Pigment epithelium-
5203 P36955 ] 1388091 |725453,5(1,913412 1
derived factor
8602 P01024 | Complement C3 2104162 |4396859 |0,47856 !
3001 P02766 | Transthyretin 1791222 1557851 |1,149803 1
6101 POCOLS5 |Complement C4-B 37187,5 (1998445 (0,018608 !
7103 POCOL4 | Complement C4-A 1923253 |3647914 (0,52722 !
Prostaglandin-H2 D-
8102 P41222 _ 4645085 |2290174 |2,028268 1
isomerase
7102 P02647 | Apolipoprotein A-I 3487204 (1598953 |2,180929 1
6102 P02753 Retinol-binding protein 4 [15999,7 |2254467 |0,007097 !
8101 P43320 Beta-crystallin B2 72691 1955063 (0,037181 !
5001 P01834 Ig kappa chain C region 364817,3 (1846516 |0,197571 !
6001 P22914 | Beta-crystallin S 17287,3 1961738 |0,008812 !
6002 P02511 | Alpha-crystallin B chain  |2456523 |5232456 |0,469478 !
4101 pP22352 Glutathione peroxidase 3 1435582 [1193905 |1,202425 1
8001 P05813 Beta-crystallin A3 2249631 |[1092926 |2,058355 1
2202 P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein |341685,7 |151582,3 |2,254127 1
4303 P06727 | Apolipoprotein A-1V 5050541 (1586950 |3,182546 1
501 P01011 Alpha-1-antichymotrypsin |[250399,8 3092656 |0,080966 !
2203 Q9UBM4 | Opticin 328240,8 (1622389 |0,202319 !
lg gamma-1 chain C
7301 P01857 ) 956957 (439126 |2,179231 1
region
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Tablo 1. Miktarlarinda regiilasyon goriilen ve MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin
gruplara gore hesaplanmis regiilasyon oranlari. Tabloda verilen yogunluk degerleri Hasta ve
Kontrol siitunlar altinda listelenmistir. Kirmizi1 renkli ok up-regiilasyonu, siyah renkli ok ise

down-regiilasyonu temsil etmektedir.

Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol
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Sekil 8. Hasta ve kontrol grubunda protein spotlarinin yakin-¢ekim resimleri

Yapilan karsilastirmali proteom analizinde 24 protein spotunda regiilasyon varligi tespit
edildi. ERM hastalarinda kontrol grubuna gore 12 protein spotunun diizeyinde azalma
oldugu goriildii. Bu proteinlerin fonksiyonel analizlerini yapabilmek i¢in proteinler ile ilgili
bilgiler PANTHER veri bankasinda arastirildi. Tanimlanan proteinlerin ¢ogunlugunu katalitik
ve baglanma aktivitesi gdsteren proteinler oldugu, bir kisminin da transport aktivitesi gdsteren
proteinler oldugu goriildii (Sekil 10 ve Tablo 7). Aym proteinler gorev aldiklar1 biyolojik
proseslere gore kategorize edildiginde bu proteinlerin ¢esitli biyolojik proseslerde rol
oynadig1 dikkati ¢ekmektedir. Bu prosesler agirlikli olarak biyolojik regiilasyon, hiicresel
komponentlerin organizasyonu ve biyogenezi, hiicresel prosesler ve multisellular organizmal

prosesler olmak iizere, ¢esitli metabolik proseslerde, lokalizasyon ve stimulusa cevap
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olusturan proseslerin de oldugu goriilmektedir (Sekil 11 ve Tablo 8). Bu hiicresel proseslerde
rol oynayan proteinler Apolipoprotein A-1V, Alfa-lantitiripsin, Immunoglobulin heavy
constant gamma 1-related, Apolipoprotein A |, Alfa 2 HS Glikoprotein, Prostaglandin H2 D-
Izomeraz olarak tanimlanmustir. Bu tip proteinler, birgok metabolik olayda merkezi destek
gorevi gordiigii i¢in “hub proteinler’’olarak adlandirilir. Bu proteinlerin PANTHER analizleri

up regiile ve down regiile olmasina gore ayr1 ayr1 gosterilmistir.

Molekiiler Fonksiyon

[ | Baglama
[ Katalitik aktivite

M volekiiler fonksiyon dizenleyici
[JTransporter aktivitesi

Sekil 9. Up proteinlerin molekiiler fonksiyon o6zellikleri baz alinarak yapilan PANTHER

analiz sonucu
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Tablo 7. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu molekiiler fonksiyonlarina gére

dagilim tablosu

Molekiiler Fonksiyon Miskili Proteinler

Baglayici Pigment epithelium-derived factor
Apolipoprotein A- IV

Alfa-1 antitiripsin

Immunoglobulin heavy constant gamma 1-related
Apolipoprotein A |

Glutatyon Peroksidaz 3

Katalitik aktivite Pigment epithelium-derived factor
Apolipoprotein A- IV

Lambda kristallin homolog

Alfa-1 antitiripsin

Alfa 2 HS Glikoprotein
Prostaglandin H2 D-izomeraz
Apolipoprotein A |

Glutatyon Peroksidaz 3

Pigment epithelium-derived factor
Molekiiler fonksiyon regiilatorii | Apolipoprotein A- IV

Alfa — 1 antitripsin
Apolipoprotein A |

Transporter aktivitesi Apolipoprotein A- IV
Apolipoprotein A |
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Biyolojik Stireg

[ | Biyolojik diizenleme
& Biyogenesis

M Hiicresel sireg

B immiin sistem suregleri
. Lokalizasyon

B Metabolik suregler

[T cokhiicreli organizma siiregleri

U Uyarana cevap

Sekil 10. Up proteinlerin katildigi biyolojik prosesler baz alinarak yapilan PANTHER analiz

sonucu
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Tablo 8. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu biyolojik proseslerine gore

dagilim tablosu.

Biyolojik Stireg

Mliskili Protein

Biyolojik diizenleme

Apolipoprotein A- IV
Alfa 2 HS Glikoprotein
Immunoglobulin heavy constant gamma 1-related

Apolipoprotein A |

Biyogenezis

Apolipoprotein A- IV
Immunoglobulin heavy constant gamma 1-related

Apolipoprotein A |

Hiicresel siire¢

Immunoglobulin heavy constant gamma 1-related

Immun sistem siiregleri

Immunoglobulin heavy constant gamma 1-related

Lokalizasyon

Apolipoprotein A- IV
Immunoglobulin heavy constant gamma 1-related
Prostaglandin H2 D-izomeraz

Apolipoprotein A |

Metabolik stiregler

Pigment epithelium-derived factor
Apolipoprotein A- IV

Lambda kristallin homolog

Alfa-1 antitiripsin

Alfa 2 HS Glikoprotein

Immunoglobulin heavy constant gamma 1-related
Prostaglandin H2 D-izomeraz

Apolipoprotein A |

Cok  hiicreli  organizma

stirecleri

Apolipoprotein A- IV
Apolipoprotein A |

Uyarana cevap

Zinc- Alfa-2- Glikoprotein
Immunoglobulin heavy constant gamma 1-related

Glutatyon Peroksidaz 3
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Hiicresel Oge

- Hiicre
(] Hiicre dist

- Zar

[ protein iceren kompleksler

Sekil 11. Up proteinlerin katildigi hiicresel prosesler baz alinarak yapilan PANTHER analiz

sonucu

Tablo 9. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu hiicresel proseslerine goére

dagilim tablosu.

Hiicresel Oge Miskili Protein
Hiicre Zinc- Alfa-2- Glikoprotein
Hiicre Dis1 Pigment epithelium-derived factor

Apolipoprotein A- IV

Alfa-1 antitiripsin

Immunoglobulin heavy constant gamma 1-
related

Apolipoprotein A |

Zar Immunoglobulin heavy constant gamma 1-

related
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Protein Sinifi

B tnzim modiilatérii
B izomeraz

a Liyaz

(] oxidorediiktaz

] Transfer/tasiyici protein
M Aktanc

Sekil 12. Up proteinlerin katildigr smiflamaya ait prosesler baz alinarak yapilan
PANTHER analiz sonucu
Tablo 10. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu protein smiflama

proseslerine gore dagilim tablosu.

Protein Sinifi Mligkili Proteinler

Enzim modiilatorii Pigment epithelium-derived factor
Alfa-1 antitiripsin
Alfa 2 HS Glikoprotein

[zomeraz Lambda kristallin homolog

Prostaglandin H2 D-izomeraz

Liyaz Lambda kristallin homolog

Oxidorediiktaz Lambda kristallin homolog
Glutatyon Peroksidaz 3

Transfer/ tasiyici protein Transtiretin

Aktarici Transtiretin
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Hucresel Yolak

] Pihtilagsma

Sekil 13. Up proteinlerin hiicresel yolak prosesleri baz alinarak yapilan PANTHER analiz

sonucu

Tablo 11. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu hiicresel yolak‘a gore

dagilim tablosu

Hiicresel Yolak

Iliskili Protein

Pihtilasma

Alfa-1 antitiripsin
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Molekduler

= Baglama

O Katalitik aktivite
B \olekiiler fonksiyon diizenleyici

Sekil 14. Down proteinlerin molekiiler fonksiyon 6zellikleri baz alinarak yapilan PANTHER

analiz sonucu

Tablo 13. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu molekiiler fonksiyonlarina

gore dagilim tablosu

Molekiiler Fonksiyon Mligkili Proteinler
Baglayici Antitrombin 3
Kompleman C4 A

Alfa-1 antikimotripsin
Immunoglobulin kappa constant

Kompleman C3

Katalitik aktivite Antitrombin 3

Alfa-1 antikimotripsin

Antitrombin 3
Molekiiler fonksiyon regiilatoric | Kompleman C4 A
Alfa-1 antikimotripsin
Kompleman C3
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Biyolojik

[Biyolojik diizenleme

[Biyogenezis

JHucresel sireg

Wimmiin sistem siirecleri
Lokalizasyon
Metabolik strecler

[] Gokhticreli organizma siregleri

[ ]Uyarana cevap

Sekil 15. Down proteinlerin katildig1 biyolojik prosesler baz alinarak yapilan PANTHER

analiz sonucu
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Tablo 14. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu biyolojik proseslerine goére

dagilim tablosu.

Biyolojik Stireg

Mliskili Protein

Biyolojik diizenleme

Optisin
Immunoglobulin Kappa

Biyogenezis

Immunoglobulin Kappa

Hiicresel siireg

Kompleman C4
Immunoglobulin Kappa

Kompleman C3

Immun sistem siiregleri

Alfa kristallin B zincir

Immunoglobulin Kappa

Lokalizasyon

Vitamin D baglayici protein
Immunoglobulin Kappa

Retinol baglayici protein

Metabolik siiregler Antitrombin 3
Kompleman C4
Alfa-1- antikimotripsin
Immunoglobulin Kappa
Kompleman C3

Cok  hiicreli  organizma | Alfa kristallin B zincir

stirecleri

Uyarana cevap Kompleman C4

Alfa-1- antikimotripsin

Kompleman C3
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Hiicresel

[ Hiicre dis1
O zar

B protein iceren kompleksler

Sekil 16. Down proteinlerin katildigi hiicresel prosesler baz alinarak yapilan PANTHER

analiz sonucu

Tablo 15. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu hiicresel proseslerine gore

dagilim tablosu.

Hiicresel Oge Mliskili Protein

Hiicre Dis1 Antitrombin 3
Alfa 1-antikimotripsin
Optisin
Immunoglobulin kappa

Zar Immunoglobulin kappa

Protein iceren kompleksler

Immunoglobulin kappa
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Protein Sinifi

Immiinite protein
Enzim modilatori

Hiicre dis1 protein

Reseptor

Sinyal molekiili

OO ONEO

Transfer/tasiyici protein

Sekil 17. Down proteinlerin katildigr siniflamaya ait prosesler baz alinarak yapilan

PANTHER analiz sonucu

Tablo 16. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu protein siniflama proseslerine

gore dagilim tablosu.

Protein Sinifi Mliskili Proteinler

Immiinite protein Kompleman C4

Kompleman C3

Enzim modiilatori Antitrombin 3
Kompleman C4
Alfa-1-antikimotripsin

Kompleman C3

Hiicre dis1 protein Optisin
Reseptor Optisin
Sinyal molekiili Kompleman C4

Kompleman C3

Transfer/ tasiyici protein D vitamini baglayici protein

Retinol baglayici protein
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Hiicresel Yolak

L Damarlanma
[ Pihtilasma

U vEGF sinyal yolagi
L Vitamin D metabolizmasi

Sekil 18. Down proteinlerin katildig: hiicresel prosesler baz alinarak yapilan PANTHER

analiz sonucu

Tablo 17. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu hiicresel proseslerine gore

dagilim tablosu.

Hiicresel yolak Miskili Proteinler
Damarlanma Alfa kristallin B zincir
Pihtilasma Antitrombin 3

VEGEF sinyal yolagi

Alfa kristallin B zincir

Vitamin D metabolizmasi

Vitamin D baglayic1 protein
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PANTHER analizleri tanimlanan proteinlerin interaktomlarini belirlemede net sonuglar
vermedigi i¢in elde ettigimiz verileri STRING analizine de tabi tuttuk. STRING analizinde
proteinler arasi etkilesim kriterleri siki tutuldugunda, tanimlanan tiim proteinlerin birbiri ile
etkilestikleri, ancak belirgin bir metabolik yol ilizerinden anlam ifade etmedigi goriildii.
Etkilesim kriterleri siki tutulmadiginda ise tanimlanan proteinlerin anlamli yolaklar ile

iliskilendirildigi goriilmiistiir.

APOA4

CRYBA1

SERPINF1

Sekil.19 Up regiile proteinlerin STRING analizi.
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Sekil 20. Up regiile proteinlerin molekiiler fonksiyon kiimelenmeleri.

AZGP1

& SERPINF1

6 GPX3

Molecular Function (GO)
GO-term description count in gene set false discovery rate
GO:0060228 phosphatidylcholine-sterol O-acyltransferase activator activ.. 2of6 0.00083
GO:0098772 molecular function regulator 60f 1793 0.0024 @
G0:0037210 phosphatidylcholine binding 20f22 0.0024
G0:0030234 enzyme regulator activity 50f 1016 0.0024
GO:0017127 cholesterol transporter activity 20f17 0.0024

Sekil 21. Up regiile proteinlerin aquesu ve vitreous ile alakali makalelerde tespit edilen

proteinlerle ortak olanlar.
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AZGP1

APOA4

CRYBA1

SERPINF1

6 E GPX3

Reference publications
publication (vear) title count in gene set false discovery rate
PMID:19081814 (2008) Proteome Profiling of Vitreoretinal Diseases by Clust... 7 of 21 7.14e-14
PMID:28145509 (2017) Serum protein changes in a rat model of chronic pai... 60f17 1.19e-11
PMID:24828575 (2014) Proteomics of vitreous humor of patients with exud... 60f18 1.1%e-11
PMID:2B469465 (2017) Characterization of Vitreous and Aqueous Proteome.. 6 of 41 6.30e-10 @
PMID:26909022 (2016) Proteomics Research in Schizophrenia. 7of112 6.64e-10
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Sekil 22. Down regiile proteinlerin STRING analizi.
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Sekil 23. Down regiile proteinlerin molekiiler fonksiyon kiimelenmeleri.

GO-term

G0:0004866
G0:0005212
G0:0001848
G0:0090482
GO0:0004252

CRYBB2 /A

Molecular Function (GO)

description

endopeptidase inhibitor activity

structural constituent of eye lens
complement binding

vitamin transmembrane transporter activity
serine-type endopeptidase activity
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count in gene set
5of 169
3 of 21
2of20
2of24
3of 180

false discovery rate
174206 @
3.98e06 @
0.00071
0.00087
0.0010



Sekil 24. Down regiile proteinlerin aquesu ve vitreous ile alakali makalelerde tespit edilen

proteinlerle ortak olanlar.

OPTC

CRYBB2

Reference publications
publication {(year) title count in gene set  false discovery rate
PMID:28855568 (2017) Plasma biomarker proteins for detection of human g... 6of 41 1.44e-09
PMID:23916703 (2013) Proteomic analysis in peritoneal dialysis patients wit... 50f9 1.44e-09
PMID:21799770 (2011) Proteomic biomarkers for acute interstitial lung dise... 60of 39 1.44e-09
PMID:27362861 (2016) Proteomic Analysis of Vitreous Humor in Retinal Vei.. 50f17 47300 @
PMID:24533825 (2014) Proteomic analysis of human osteoarthritis synovial .. 6 of 63 5.23e-09
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Sekil 25. Up ve Down regiile proteinler beraber STRING analizi.

CRYBA1
CRYGS
b \“'
CRYBB2
CRYAB
PTGDS
CRYL1
6 s
6SERP|NF1
GIG25
TTR
E GPX3
RBP4 &
N c3
APOA1L
" SERPINC1 Cc4B
APOA .
HS
) 71N
ERPINAL
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Sekil 26. Up ve Down regiile proteinler beraber molekiiler fonksiyon kiimelenmeleri.

CRYBA1

CRYBB2
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Sekil 27. Up ve Down regiile proteinler beraber aquesu ve vitreous ile alakali makalelerde

tespit edilen proteinlerle ortak olanlar.

CRYBB2

OPTC

€

SERPINF1

%%.M‘NJ \ c3

<Y/

7 N
A =
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publication

PMID:28469465
PMID:21091014
PMID:25250619
PMID:21799770
PMID:19081814
PMID:23916703
PMID:22973072
PMID:28007936
PMID:28855568
PMID:21923925
PMID:25187886
PMID:25379033
PMID:20019884
PMID:22761838
PMID:28750635
PMID:22355332
PMID:23400684
PMID:21136595
PMID:28145509
PMID:27136540
PMID:24828575
PMID:23844025
PMID:21297942
PMID:25097467
PMID:28452939

PMID:27362861 (2016) Proteomic Analysis of Vitreous Humor in Retinal Vei...

Reference publications

(year) title

(2017) Characterization of Vitreous and Aqueous Proteome.. 11 of 51
(2010) Vitreous proteomics and diabetic retinopathy. 10 of 28
(2014) Discovery of serum biomarkers of ovarian cancer us... 10 of 36
(2011) Proteomic biomarkers for acute interstitial lung dise... 10 of 39
(2008) Proteome Profiling of Vitreoretinal Diseases by Clust... 9 of 21
(2013) Proteomic analysis in peritoneal dialysis patients wit... 8of9
(2012) Proteomic analyses of the vitreous humour. 80of13
(2016) Proteomics reveals the effects of sustained weight |... 10 of 63

(2017} Plasma biomarker proteins for detection of human g... 9 of 41

(2011} Proteomic analysis of mare follicular fluid during lat... 9 of 48
(2014) Proteomic profiling of serum from patients with tub... 8 of 24
(2014) Proteomic analysis of human plasma in chronic rhe... 9 of 55
(2009) Proteomic analysis of human agueous humor using ... 8of26
(2012} Discovery of novel biomarker candidates for liver fib... 8of36
(2077) Proteomic analysis of human follicular fluid associa... 8 of 37
(2012) iTRAQ identification of candidate serum biomarkers ... 8 of 37
(2073) Proteomic analysis of synovial fluid from the osteoa... 8 of 38
(2070) Flasma profiles in active systemic juvenile idiopathi... 8of 39
(2077) Serum protein changes in a rat model of chronic pai... 7of17

(2076) Proteome Profile and Quantitative Froteomic Analys... 8 of 41

(2074) Proteomics of vitreous humor of patients with exud... 7of18
(2073) An insight into the changes in human plasma proteo... 7of23
(2071) Eimeria species and genetic background influence t... 7of24
(2014) Proteomic analysis of human vitreous humor. 8 of 56
(2017} A Review: Proteomics in Retinal Artery Occlusion, Re... 7ofo4

50f17
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5. TARTISMA

Epiretinal membranlar (ERM'ler) retina dekolmani, goz i¢i inflamasyon, travma ve retinal
vaskiiler hastaliklar gibi diger okiiler hastaliklarla iliskili olmadiklarinda idiyopatik olarak
adlandirilir.Idiyopatik epiretinal membranlar (i ERM ‘ler ) hala patagonezinin c¢ok iyi
aydinlatilamadigi gilincel sahip olunan bilgiler dahilinde i¢ limitan membran ( ILM )
iizerindeki  fibroselliler ~dokunun biliylimesi ile karakterize olarak tanimlanan
membranlardir.ince selofan benzeri goriiniim olusturmakla birlikte kontraktil membranlar

metamorfopsiye ve de gérme keskinliginde azalmaya sebep olmaktadir.

Bugiine kadar, bir dizi genetik, ¢evresel, proteomik ve hiicresel hedef, iERM i¢in hem risk
faktorleri hem de potansiyel biyobelirtecler olarak tanimlanmistir. Bu faktorlerin daha iyi
anlagilmast ve 1iERM icin potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilmasi, gelecekteki
arastirmalara ve klinik uygulamalara rehberlik edebilir(124). Proteom analizi genis protein
ailesinden es zamanli degerlendirmeyi saglar. insan vitreusundan alinan 6rnekler sitokinlerin
vitreus bosluguna akmasi ve retinaya yakinligi nedeniyle iERM i¢in en iyi biyobelirteg
kaynagi olarak nitelelendirilebilir (125.)

Bununla birlikte daha 6nce yapilmis olan iERM olan hastalardan proteomik ¢alismalart sinirlt
saylda hastadan olusmaktadir. (126) Saglikli grup ile yapilan karsilastirmada yiiksek bulunan

proteinler ile birlikte diisiik olan proteinlerin de anlamli olabilecegi diisliniilmiistiir.

Bizim c¢alismamizda, Alpha-1-antitripsin, Lambda-crystallin homolog, Alpha-2-HS-
glycoprotein, Pigment epithelium-derived factor,transthyretin, Prostaglandin-H2 D-isomerase,
Apolipoprotein A-1, Glutathione peroxidase 3, Beta-crystallin A3, Zinc-alpha-2-glycoprotein,
Apolipoprotein A-1V, Ig gamma-1 chain C region preteinlerinin hasta grubunda up regiile
oldugu , Antithrombin-111, Vitamin D-binding protein, Complement C3, Complement C4-B,
Complement C4-A, Retinol-binding protein 4, Beta-crystallin B2, Ig kappa chain C region,
Beta-crystallin S, Alpha-crystallin B chain, Alpha-1-antichymotrypsin,opticin ptoteinleri
hasta grubunda down regule oldugu bulunmustur.Asagida bu proteinler ile ilgili literatiir

bilgisini ve bu proteinlerin hastalik ile olan iliskilerini tartigtik.

Alpha-1-antitripsin:(AAT):(AAT), karacigerde sentezlenen bir glikoproteindir. AAT de

Anti-trombin 3, albumin ve tiroid baglayici globulin gibi serin proteaz inhibitdr ailesi’nin
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(SERPIN) bir iiyesidir (127). Esas gorevi, aktive olmus nétrofillerden salman proteinaz 3,
elastin ve katepsin G gibi proteazlarin yikici etkilerini dnlemektir. Bu nedenle, inflamasyon
sirasinda serum AAT diizeyinin yiikselmesinden dolayi, AAT bir akut faz reaktani olarak da

kabul edilmektedir.

GustavoOrtiza ve arkadaglarinin diyabetik fare retinasinda yaptiklari ¢alismalar géstermistir
ki, diyabetik retinopati de (DR'de ) enflamatuar bir siire¢ tetiklenir. Serin proteazlarin bir
inhibitorli olan AAT ‘nin c¢esitli hastaliklarda anti-enflamatuar 6zellik gostermesinden yola
cikilarak DR'nin neden oldugu erken degisiklikleri oOnlemek ig¢in AAT kullanimim
degerlendirmeyi amaglayan bu ¢alisma , AAT ile tedavi edilen diyabetik farelerde, gangliyon
hiicre kaybi1 ve retinal hasarda gecikme oldugunu gostermistir. Bu hayvanlarda belirgin
sekilde azalmis enflamatuar durum gosterilmistir. AAT, kontrol farelerininkine benzer
sistemik ve retinal TNF-a seviyesini koruyabilmistir. Boylece AAT ile tedavi edilen farelerin
daha az retinal norodejeneratif degisiklikler gosterdigi, sistemik ve retinal TNF-a
seviyelerinin azaldi@in1 gosterilmistir. Sonu¢ olarak Alfa-1-antitripsin, erken diyabetik
retinopatide nérodejenerasyonu yavaslatmistir. Sistemik ve retinal TNF-alfa seviyeleri alfa-1-
antitripsin ile distiriilmustiir.(128)

NuriaCabezas-Llobet* ve arkadaslar fareler iizerinde yaptiklari ¢alisma ile Human alpha 1-
antitrypsin (hAAT) ‘in oksijen ve glukoz yoksunlugundan (OGD) sonra noéronlari ve glial
hiicreleri koruyabildigini test etmeyi amaglamiglardir.Bu amacgla, HAAT'nin fare kortikal
noronal, hipokampal, striatal ve ayrica glial kiiltiirlere eklenmesi OGD indiiksiyonundan 30
dakika sonra yapilmis ve 24 saat sonra hiicre canliligi degerlendirilmistir. Farkli apoptotik
belirteclerin ve ¢esitli enflamatuar parametrelerin ekspresyonu, immiinoblotlama ve RT-PCR
ile degerlendirilmistir. Sonug olarak da ,Alfa-1 antitripsin, noronlar1 ve glia'y1 oksijen glukoz
yoksunluguna kars1 korudugu bulunustur. AAT'in koruyucu etkisine, enflamatuar sitokinlerin

azalmasinin aracilik ettigi bulunmustur.(129)

Yaptigimiz ¢aligmada Alfa 1 Antitripsin diizeyleri ¢aligma grubunda kontrol grubuna gore
yiksek bulunmustur.Bu bilgi inflamatuar bir siire¢ oldugunu diisiindiigimiiz idiyopatik
epiretinal membran patogenezinde degerlidir.

KRISTALIN:

Kristalinler, omurgali lensinin baskin yapisal bilesenleridir. Kristalinlerin beyin, kalp, bobrek,

akcigerler ve retina gibi diger dokularda eksprese oldugu bilinmektedir (165).Katarakt,
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kristalimsi protein stabilitesinin kayb1 ve miiteakip kristalinlerin kismen ag¢ilma egilimi
nedeniyle toplanip,birikmesi ve ¢okmesi sonucu olusur. (130 )

Erken yaslarda olusan kataraktin, kristalin proteinlerinin genellikle kalitsal mutasyonlarindan
kaynaklandigr ,yasa baglh kataraktin ise postranlasyonel modifikasyonlardan (PTM)
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (131). Oksidasyon , hem yasli hem de kataraktli lenslerde,
bazi kristalinlerin in vitro toplanma egilimini artiran yaygin bir PTM'dir. Katarakt olusum
mekanizmalart incelendiginde kristalin proteinlerinin stabilizasyonu saglayan disiilfid bag

yapisinin degismis oldugu ve proteinlerin kiimelenme olusturdugu gézlenmistir. (132)

UVA 1s18ina uzun siire maruziyetin, lens niikleer 1s1k sag¢ilimi ve lens niikleer kristallerinin
toplanmasini arttirdigr gosterilmistir. Bu bilgiden yola ¢ikilarak katarakt olusumuna neden
olan faktorlerden biri olarak degerlendirilmistir.(133)

Lens ¢ekirdegine olan UVA 118min zararl etkilerinin, yasa bagl vitreusun sivilagmasi ve
posterior vitreus ayrilmasinin bir sonucu olarak meydana gelen kismi oksijen basincindaki

artigla daha hizli ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.( 134).

Lambda-crystallin homolog, Beta-crystallin A3, Beta-crystallin B2, Alpha-crystallin B chain,
Beta-crystallin S proteinleri ¢alismamizda ¢alisma ve kontrol grubu arasinda diizeyleri farkli
cikan kristalin proteinleridir. Lambda-crystallin homolog, Beta-crystallin A3 proteinleri
calisma grubunda yiiksek, Beta-crystallin B2, Alpha-crystallin B chain, Beta-crystallin S

proteinleri ¢aligma grubunda diisiik bulunmustur.

Lambda-crystallin homolog: Cok yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar, 1518in sagilmasini
ve katarakt olusumunu Onlemek i¢in asirt ¢Oziiniirlik ve termodinamik stabilite
gosterirler.(135)

Idiyopatik epiretinal membrani bulunan hasta gruplarinda sik rastalanilan posterior vitre
dekolmaninin vitre igindeki oksijenizasyonu degistirdigi gosterilmistir.(136).Bu bilginin
1s18inda ¢alisma grubunda Lambda-crystallin homolog proteinin  yiiksek bulunmus olmasi
vitredeki degisen oksijenizasyonun Davic C.Babee ve arkadaslarinin yapmis oldugu oksijenin
oksidatif hasara yol acarak katarakt olusumunu hizlandirdig1 sonucunu destekler nitelikte olup
bekledigimiz sonuglardir. (137)

Beta-crystallin A3:Isik ,beta kristalin A3 ve A4'iin tirosin fosforilasyonunda belirgin bir
artisa neden olur.Protein fosforilasyonlari da gorsel sinyallemede temel diizenleyici rollere
sahiptir. Beta kristallinin fosforilasyonu RPE'de bir anti-apoptotik saperon islevi
gosterir.(138)
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Yapilan ¢aligmalar neticesinde bugiin bu proteinin lens disinda retina da RPE tarafindan ve
astrositler tarafindan diizenleyici olarak kullanildigini biliyoruz. BA3 / Al-kristalinin RPE
hiicresinin lizozomlarinda 6nemli bir fonksiyona sahip oldugu gdsterilmistir.Lens i¢indeki
proteinin konsantrasyonu, RPE'deki konsantrasyonuna kiyasla son derece yiiksektir. Normal
RPE hiicrelerinin alt hiicresel fraksiyonlanmasi, BA3 / Al-kristalinin bir lizozomal liimenal
protein oldugunu ortaya ¢ikarmistir. (144 ).Lizozomal aktivite de rol aliyor olmast AMD gibi
yasa bagl birikimlerle giden hastalik etyolojisinde rol oynadigi kadar inflamatuar birikim
materyalinin uzaklastirilamadigi epiretinal membran patofizyolojisinde de rol oynayacagini
diistindiirmektedir.(139)

Bizim calismamizda da yiiksek bulunmast ERM nin inflamatuar stireci ile ilgili literatiir
bilgilerini desteklemektedir.

Beta-crystallin B2:Fabian Anders ve ark. erken glokom hastaliginda Beta-crystallin
diizeylerini inceleyerek retina icindeki varligini ve net néro-koruyucu etkileri oldugunu ortaya
koymuslardir. Sonug olarak, proteomik veriler, B-kristalin B2'nin apoptoz ve gen regiilasyonu
tizerine ciddi etkisi olan kalsiyuma bagli hiicre sinyal yollarin1 etkileyebilecegini
goOstermistir.(140).

Noral progenitor hiicreler (BB2-crystallin-NPCs) in , in vivo olarak distal optik sinir
govdesi icinde kesilmis optik sinir aksonlarinin rejenerasyonunu destekledigi gosterilmistir.
Rapor edilen veriler, nB2-kristalin tireten "hiicrelerin" merkezi sinir sistemi yaralanmalar1 i¢in
yeni terapétik ilaglar saglamak i¢in kullanilabilecegini gostermektedir (180). Bohm ve ark.
Retina gangliyon hiicresi denegerasyonuna RPE cevabinin, terapotik olarak kullanilabilen B-
kristalin B2 ler aracilig1 ile aracilik ettigini bu nedenle diisiinmektedirler (141).

Bizim caligma verilerimizde Beta-crystallin B2, i ERM grubunda kontrol grubuna gore
0.037 kat daha diisiik seviyede bulunmustur. Apoptotik siirece etkisi oldugu bilinen bu
proteinin ¢alisma grubunda az bulunmus olmasi inflamatuar materyalin uzaklastirilmasindaki

mekanizma olan apoptotik siirecin eksikligini agiklayici olarak diistiniilebilir.

Alpha-crystallin B chain:Cesitli stres kosullarinda ¢esitli proteinlerin agregasyonunu
Onleyerek saperon benzeri aktiviteye sahiptir(142).Alfa-kristalin oksidatif stres tarafindan
diizenlenir ve anjiyogenez, apoptoz ve b-amiloid fibril olusumunu engeller (143).Is1 sok
protein ailesi liyelerinden biri olan alphaB-kristalin, molekiiler saperonlarin ve anti-apoptotik
biyolojik yolaklarin 6zelliklerine sahiptir.Retinopati, inflamasyon ve sinir sistemi hastaliklari
gibi ¢ok faktorlii hasarlanmalarin, alfa-kristalin ile yakin iliski igerisinde olduklari

gosterilmistir. (144).
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Alpha-crystallin B chain ‘in ; AMD, diyabetik retinopati, tiveit, okiiler travma ve iskemi
olmak tizere genis bir retinal hastalik patogenezinde yer aldig1 gosterilmistir.(145).

Son zamanlarda, Alpha-crystallin B chain’in mitokondri-aracili apoptozun Onemli bir
diizenleyicisi ve anti-inflamatuar 6zelliklere oldugu gosterilmistir. Alpha-crystallin B chain’in
Retina pigmentin Epitelinde( RPE),oksidatif stresin neden oldugu apoptozu inhibe ettigi
gosterilmistir. (146).

Alfa-kristalin B Chain knockout farelerinde RPE ¢alismalar1 gostermistir ki Alfa-kristalin B
Chain vaskiiler endotelyal biiylime faktori ile etkilesim yoluyla (VEGF) retinal ve koroidal
anjiyogenezi desteklemektedir.(147).Kronik stresin Alfa-kristalin B Chain seviyesini
azaltabildigi  ve bu degisikligin dejeneratif siiregleri tesvik edebildigi gosterilmistir.
(147,148).Kase ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada anjiyogenezde rol oynayan VEGF-A igin
bir saperon olarak Alfa-kristalin B Chain in énemli bir rol oynadigini ve terapotik bir hedef
olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymuslardir. Alfa-kristalin B Chain, okiiler
anjiyogenezin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar(149).

Alfa-Kristalin B Chain i ERM grubunda kontrol grubuna goére down-regiile oldugu
goriilmiistiir. Saperon benzeri aktiviteye sahip olan ve anjiogenez, apoptoz olusumunu
engelledigi gosterilmis olan Alfa-Kristalin B Chain in iERM grubunda kontrol grubuna gore
disik c¢ikmasit apoptotik  siirecteki aksama nedeniyle inflamatuar materyalin
uzaklastirilamadigi goriistinti destekler bir sonugtur.

Beta-crystallin S: Beta-Crystallin S, bir mol'e karsilik gelen 177 kalinti uzunluguna
sahiptir. N-terminal serin tarafindan bloke edilir. Kristalin ailesinin diger iyeleri ile sekans
karsilastirmasi yapildiginda, insan gamma-kristalliniyle (% 53 6zdeslik) beta A3 / A1 kristalin
(% 37 6zdeslik) iliski ortaya konulmustur.(150)

Bizim c¢alismamizda, Beta-crystallin S,calisma grubunda kontrol grubuna gore daha az
eksprese bulunmustur.Ancak mevcut bilgilerimiz dahilinde hastalik patogenenezi ile

iliskilendirilmesi yapilamamuistir .

Alpha-2-HS-glycoprotein:Fetuin A olarak da bilinir.Enflamatuar cevabin frekansini, hizini
veya kapsamini, kimyasal veya fiziksel ajanlarin neden oldugu enfeksiyon veya yaralanmaya
karst olusan ani savunma reaksiyonunu modiile eden siirecte gorevli oldugu

gosterilmistir.(151)
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Kemirgenlerde, tirozin kinaz reseptOrii lizerinden insiilinin etkisini inhibe ettigi
gosterilmistir (142). Chunming Zhao ve arkadaslarinin Diyabetik Retinopati (DR) tanisi olan
224 hasta ve 68 saglikli kontrol grubundan aldiklar1 serum ve vitreus drneklerinden yaptiklar
inceleme sonucunda serum ve vitreus fetuin-A konsantrasyonlarinin yiiksekligi ile DR'nin

ortaya ¢ikisi ve hastaligin ilerleme hizinin korele oldugu sonucuna varilmistir. (143).

Calismamizda da kontrol grubuna gore hasta grubunda yiiksek ¢ikmis olmasi, Chunming
Zhao ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismadaki sonuglara benzemekte olup ERM in de

inflamatuar patogeneze sahip olabilecegini diistindiirdii.(151)

Pigment epithelium-derived factor : (PEDF)

(PEDF), RPE ‘den salgilanan 50 kDa'lik bir proteindir.Gozdeki diger hiicre tiplerinin yani sira
retinal noronlari 1siktan, oksidatif stres ve glutamat eksitotoksisitesinden koruyan bir
proteindir. (152 )Gtiglii bir antianjiyogenik faktor olarak, PEDF'nin, vaskiiler endotel biiyiime
faktorii (VEGF) ile indiiklenen retinal mikrovaskiiler endotel hiicre ¢gogalmasini baskilayarak

retina neovaskiilarizasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.(153)

Calismalar, PEDF'nin makrofaj apoptozisini indiikledigini ve IL-10 ekspresyonunu artirarak
anti-enflamatuar 6zellikler gosterdigini ortaya koymustur (154,155).

Calismamizda da PEDF vyi yaklasik 2 kat fazla bulmamiz ERM nin inflamatuar mekanizmaya
sahip oldugunu ve literatiirde yapilan caligmalar ile benzer sonuglara sahip oldugunu

gostermektedir.(156 )

Transtiretin(prealbumin):

Transtiretin (Prealbumin) (TTR), retinolii retinol baglayic1 proteine baglayan bir proteindir.
(149 ).Transtiretin ,okiiler dokudaki retinal pigment epitel hiicreleri (iRPE) tarafindan {retilir .
TTR iireten iIRPE'ler ayn1 ortamda iRPE'leri de baskilar. TTR'nin, iRPE'lerin ¢ogalmasini ve

neovaskiilarizasyonu inhibe ettigini gosteren ¢alismalar mevcuttur. (157,158).

Calismamizda transtiretin diizeyi hasta grubunda yiiksek bulunmustur.ERM patagonezi ile

direkt iliskilendirilememistir.
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Apolipoprotein a 1 : APOAIl, 243 amino asit kalintis1 olan nispeten biiyiikk bir
proteindir. Vazoprotektif HDL [ 159] ve apolipoprotein E'nin (Apo-E) [ 160] ana protein
bilesenidir . Tserentsoodol ve arkadaslari,APOA1 igeren HDL'nin, zararl oksitlenmis lipidleri
cikararak retina i¢inde lipit tasinmasini kolaylastirdigini 6ne siirdiiler.(161) Son zamanlarda
yapilan pek ¢ok calismada, lipid diizeyleri ile diyabetik retinopatinin (DR) patogenezindeki
rolii arasindaki iliski arastirilmigtir. Simé ve arkadaslari[ 162 ] DR'li hastalarin vitreus
iceriklerinde daha yiiksek diizeyde APOAI1 belgelendirmistir. Ayn1 yazarlar RPE'de daha
yiiksek bir APOA1 mRNA seviyesi bulmuslardir. Bu, RPE'nin gézde APOA1'in ana kaynagi
olarak c¢alistigin1 gdstermektedir. Bu calisma, DR ortaminin APOAl'in ekspresyonunu
stimiile edebilecegini varsaymaktadir, ¢iinkii APOA1 oksidatif reaktifler i¢in etkili bir
temizleyicidir [ 163 ]. Sim6 ve arkadaslari ayrica, retinal APOAI1 {iretiminin artmasinin,
DR'ye kars1 koruyucu bir telafi edici mekanizma oldugu kabul edilmistir.(164)

Bu nedenle, diisiik retina APOA]1 {iretimi olan DR hastalarinin, retina lipid birikimi ve sert
eksiida olusum oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir.(165) APOA1 ayrica taninmis
bir negatif akut faz proteinidir, bu nedenle anti-inflamatuar etkilere sahiptir. Calismalar
APOA1'in inflamatuar yanit sirasinda notrofil aktivasyonunu ve degraniilasyonunu inhibe
edebildigini gostermistir [ 166 ].Liao ve arkadaslar1 [ 167 ], APOAl'in aktif nétrofillerin
fibronektine yapigsmasini onleyebildigini, nétrofil oksidasyonunu inhibe edebildigini, nétrofil

degraniilasyonunu azaltabildigini in vitro deneylerle gostermistir.(168)

Biz bu ¢alismamizda negatif akut faz reaktani olan ve ant1 enflamatuar fonksiyon gosteren
apolipoprotein a y1 hasta grubunda yiiksek bulduk.Bu sonugtan yola ¢ikarak basindan beri
ERM patogenezinde inflamasyonun roliiniin olduguna inancimiz artmis olup beraberinde

farklt mekanizmalari da aktiflestirerek aktivasyonu stimiile ettigini diistinmekteyiz .

Apolipoprotein A4:Apolipoproteinler (apoproteinler ),lipoproteinlerin proetin komponenti
olan Apo A,Apo B,Apo C,Apo D ve Apo E dir.

(Calismamizda hasta grubu ile kontrol grubu arasinda ¢ok anlamli fark olmamakla birlikte

hasta grubunda yiiksek bulundu.Hastalik patogenezi ile direkt iliskilendirme yapilamadi.

Prostaglandin : Insanlarda, prostaglandin H2-D izomeraz, prostaglandin H2'nin, bir
néromodiilator ve merkezi sinir sisteminde yag asidi biyosentezi i¢in bir trofik faktor olarak

islev goren prostaglandin D2'ye doniisiimiinii katalize eder. (169 )
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Calismamizda PDR de anlamli bulunmus bir protein olan prostaglandinin hasta grubu olan i

ERM grubunda yiiksek ¢ikmasi patogenez ile direkt iliskilendilememistir.

Glutatyon Peroksidaz (GPX) :

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile enzimatik ve enzimatik olmayan
sistemler de dahil olmak tizere antioksidan savunma arasindaki dengede bir bozulma olarak
tanimlanmaktadir[161,162]. Hiicre i¢i sinyal, transkripsiyon aktivasyonu, hiicre
proliferasyonu, inflamasyon ve apoptoz gibi hiicre fonksiyonlarmin uygun sekilde
diizenlenmesi i¢in belli bir ROS seviyesi ¢ok 6nemlidir, ancak daha yiiksek miktarlarda ROS
makromolekiillere zararlidir (170) glutatyon peroksidaz (GPX), GPX'ler, organik peroksitleri
ve hidrojen peroksiti, glutatyonun ¢ift oksidasyonu yoluyla azaltan selenoproteinlerdir
[ 171,172].Bu proteinlerdeki herhangi genetik polimorfizm ya da enzimatik aksama basta
katarakt olmak {izere yasa bagli gelisen hastaliklarin patagonezinde rol oynamaktadir.Bizim
calismamizda da hasta grubunda bu protein yiikksek bulunmus olup epiretinal membran
olusumu sirasinda olas1 oksidatif bir mekanizmanin da tetiklenebilecegini glindeme getirmis

olup bu verinin kanitlanmasi adina daha ¢ok seri ile ¢alismanin uygun olacag diistintildii.

Zinc-alpha-2-glycoprotein:Cinko-alfa-2-glikoprotein ~ (ZAG), ana  histo-uyumluluk
kompleksi sinif 1 protein ailesine ait 41-43 kDa glikoproteindir (172,173). ZAG hiicre
cogalmasin1 engeller ve Cdc2 ekspresyonunu azaltir (hiicre dongiisiindeki hiz sinirlayici bir
adim) [168] ve bu nedenle ERM ilerlemesi i¢in reaktif bir sinirlayici faktor olabilir. Acikgast,
ZAG'm intraokiiler {iretimine dahil olan mekanizmalar ve epiretinal membranin
patogenezindeki rolii net ortaya konulamamustir.

Bizim ¢alismamizda calisma grubunda yiiksek bulunmus olup hiicre ¢ogalmasini sinirlayici
fonksiyon gostermesinden dolayr reaktif smurlayict faktér olarak artmis olabilecegi

diistiniildii.

Antitrombin-I11 :Koagiilasyon kaskadi aktivasyonu proliferatif vitreoretinopati (PVR)
gelisiminde potansiyel bir faktor olarak tanimlanmistir [ 174]. PVR'l1 hastalarda daha yiiksek
intravitreal trombin konsantrasyonlart bulunmustur ve intravitreal trombinin proinflamatuar
ve pro-fibrotik mediatorler tretmek i¢in retina pigment epitel hiicrelerini uyardig:

gosterilmstir. [175,176].
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Retina pigment epitel (RPE) hiicreleri, bu fibroproliferatif membranlarin olusumuna
sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin salgilanmasi, proliferasyon ve hiicre digi matriks {ireten

miyofibroblastlara ayristirilmasi yoluyla katkida bulunur (177).

Calismamizda antitrombin 3 diizeylerinin hasta grubunda diisiik bulduk ve epiretinal
membran gibi inflamasyona bagli oldugu diisiiniilen proliferatif siireci nasil etkiledigi ortaya

konulamamustir.

Vitamin D-binding protein : D2 vitamini ve D3 vitamini bagirsaklardan emildikten sonra, D
vitamini baglayici1 proteinler vasitasiyla dolasima geger.Yagda c¢oziindiikleri igin yag
dokusunda, deri, karaciger, bagirsak gibi bir¢ok dokunun lipid bilesenlerinde yer aldiklari
gosterilmistit.178 ) D vitamininin tiim sekilleri serumda D vitamini baglayici proteine

DVBP) baglanarak tasinir; sadece %1-3’1i serbest olarak bulunur (179
g

D vitamini baglama proteini ( DBP ),molekiil agirligi 52-59 kDa olan bir molekiil a2-
globiilinidir ve baslangicta Hirschfeld tarafindan 1959 ‘da plazmanin a2- globiilin kismindan
izole edilmesinin ardindan “gruba 6zgii bilesen “(Gc ) olarak adlandirilmistir.(180)

Yapilan ¢aligmalarda 13 proteinden, a-2-makroglobulin ,seruloplazmin ,a-fetoprotein , D
vitamini baglayict protein , a-1-antitripsin, a-1lglikoprotein, hemopeksin, apolipoprotein
iceren 9 proteinA-1 ve A-1V, sadece ROP hastalarinin vitreus 6rneklerinde bulunmustur.
(181)

Yaptigimiz calismamiz da bu proteini diisiik bulmus olup etyolojik olarak aydinlatamadik

ancak daha ileri ve destekleyici caligsmalar ile iliskilendirilebilecegini diistindiik.

Complement C3, Complement 4-A, Complement C 4-B:

Kompleman bilesenleri neovaskiilarizasyona kendi baglarina degil, inflamatuar
hiicreler yoluyla aracilik eder (175)Bir OIR fare modelinde gosterildigi gibi, tamamlayict
faktorler C3a ve C5a, makrofajlar1 C3aR ve C5aR'ye baglayarak aktive eder, bdylece

anjiyojenezi diizenledigi gosterilmistir(182).

Calismamizda kompleman proteinlerinin  hasta grubunda diisiik oluyor olmasi anti

enflamatuar mekanizmanin aktif oldugunu destekler bulgu olup beklenen bulgudur.
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Retinol baglayic1 proteinin (RBP4) : Apolipoprotein Al'in (APOAL) ve retinol baglayici
proteinin (RBP4), regmatojen retina dekolman1 (RRD) olan hastalarin vitréz orneklerinde
daha fazla yogunlastigi basarili bir sekilde gosterilmistir.(183) Bu, kan-retinal bariyer yikimi
veya retina fonksiyon bozuklugunun ciddiyetinin bir yansimasi olabilir. Bununla birlikte,
RBP4, lipitte ¢oziinen vitaminlerin tasinmasindan sorumlu bir nakil proteini olarak rol
oynayan, karacigerde sentezlenmis bir adipokindir ve RBP4'in retina fonksiyon bozukluguna

ve dejenerasyonuna katkida bulunabilecegi bildirilmistir .(184)

Calismamizda hasta ve kontrol grup arasinda ¢ok fazla fark bulunmamakla birlikte mevcut

bilgiler dahilinde hastalik patogenezi ile iligskilendirme yapilamamustir.

Immunoglobulin kappa constant: Immiinoglobulin agir zincirlerinin sabit bolgesi,B
lenfositleri tarafindan iiretilen membrana bagl veya salgilanmis glikoproteinlerdir. Hiimoral
immiinitenin taninmasi1 agamasinda, membrana bagli immiinoglobulinler, spesifik bir antijenin
baglanmasi1 tiizerine, B lenfositlerinin immiinoglobulinleri salgilayan plazma hiicrelerine

klonal genislemesini ve farklilasmasini tetikleyen reseptorler olarak hizmet eder (185).

Immunoglobulin kappa constant protein, hiicre proliferasyonu ve 6liimii ve metabolik
fonksiyonun kontrolii de dahil olmak {izere, go6ziin retinasi i¢inde bir i¢ dengenin
korunmasinda yer alan bir doku homeostatik prosesi yolagina dahildir.(186).

Immunoglobulin kappa constant bizim c¢alismamizda c¢alisma grubunda daha diistik
bulunmustur. Retina i¢ dengesinin korunmasinda (187) rol alan Immunoglobulin kappa
constant seviyesinin ERM hastalarinda az olmas1 etyopatolojisinde rol alabilecegini

diistindiirmektedir.

Optisin: Optisin, vitreus iceriginde kollajen fibrilleri ile iligkili bir glikoproteindir. Optisin,
pigmente olmayan siliyer epitel tarafindan posterior vitreusa salgilanir. (199).Opticinin
islevleri hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir, ancak heparan ve kondroitin siilfat
glikozaminoglikanlar ~ ve  retina  biiyiime  hormonu ile etkilesime  girdigi
bildirilmistir.(200).Optisinin  vitreus kollajen fibrilleri ile birlikte organize oldugu
gosterilmistir.(201)Optisin, ayrica, insan goziinde daha 6nce gozlemlendigi gibi, ILM ve lens
kapsiiliinde lokalizedir.(202).Ayrica, ndrosensor retinada, ozellikle i¢ katmanlarinda, daha

once sicanlarda gosterilen verileri dogrular sekilde diisiik seviyelerde optisin tespit edilmistir.

(188).
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Trabekiiler ag 6rgiisiinde de optisin gozlenip, insan goziindeki gozlemleri dogrulamistir. (189)
Eriskinlerde geng gozlere gore daha belirgin bulunmustur ve yasa bagl birikim gostermistir.

Calismamizda gruplar arasinda anlamli fark ¢ikmamastir.

a 1 —Antikimotripsin:Serin proteinaz inhibitérii (serpin) ailesinin bir tyesidir.(204)Son
zamanlarda, « 1 -antichymotrypsin Alzheimer hastaligi ile baglantili norofibriler plaklarin bir
ana bilesen olarak tespit edilmistir ve in vitro ¢alismalar, amiloid-fibril olusumu oranini
arttirdigin1 gostermistir. (190)

Yaptigimiz calismada hasta grubunda diisiik bulunmustur hastalik grubu ile tam iligkisi

bilinmemektedir.

Hastaliklarin patogenezini anlamada kullanilan proteomik datalar1 sistem biyolojisi yaklagimi
ile incelemek daima avantajli olup, goriilen degisimlerin organizmayir hangi molekiiler
diizeyde etkiledigini gostermektedir. Biz de bu amagla elde ettigimiz verileri biyoinformatik
araclar kullanarak degerlendirdik. Yaptigimiz PANTHER analizinde seviyelerinde degisiklik
gordiigiimiiz proteinlerin daha ziyade baglama ve katalitik aktivite goOsteren proteinler
oldugunu ve birgok farkli proseste rol alabileceklerini gordiik. Buradan ¢ikardigimiz sonug,
bu proteinlerin multifonksiyonel proteinler olup organizmanin metabolizmasinda merkezi rol
oynadiklar1 gercegidir Arastirmamizi bir ileri seviyeye ¢ekip STRING yazilimi ile
derinlestirdigimizde hastalik patogenezini aydinlatmada daha yardimci olacagini diislindiik.
Ayni analiz metodu ile bulunan proteinlerin ve bu proteinlerin etkilestigi proteinlerin goziin
yapisal 6gelerinden oldugu veya bu Ogelerin olusumunda etki ettigi gosterildi. Bunlar
icerisinde en one cikan ve dikkatimizi ¢eken molekiiler olay plazma lipoprotein partikiil
temizlenme olaylaridir. Bu nedenle bu hastaligin patolojisinin daha derinlemesine
yapilabilmesi i¢in ¢alisma modalitesi tasarlanmasi ve endositik yolak ativitesinin

derinlemesine arastirilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC

ERM tanis1 konulan daha once cerrahi uygulanmamis ve ek retinal, sistemik hastalig
olmayan hastalar ile saglikli kontrol grubunun yine bu grupta da ek sistemik hastalik olmayan
saglikli bireylerden alinan vitreus Orneklerinin protein igerigi proteomiks yoOntemiyle
kiyaslanarak ERM etyopatolojisi ve olabilecek yeni tedavi hedefleri arastirilmistir. ERM ve
saglikli kontrol grubunun vitreus Orneklerinin yapilan karsilagtirmali proteom analizinde 24
protein spotunda regiilasyon varligi tespit edilmistir. Kontrol grubuna gére ERM grubunda
Alpha-1-antitrypsin, Vitamin D-binding protein, Complement C3, Complement C4-B,
Complement C4-A, Retinol-binding protein 4, Beta-crystallin B2, Ig kappa chain C region,
Beta-crystallin S, Alpha-crystallin B chain, Alpha-1-antichymotrypsin, Opticin diizeylerinde
azalma, Alpha-1-antitrypsin , Lambda-crystallin homolog , Alpha-2-HS-glycoprotein |,
Pigment epithelium-derived factor , Transthyretin , Prostaglandin-H2 D-isomerase
Apolipoprotein A-l1 , Glutathione peroxidase 3 , Beta-crystallin A3 , Zinc-alpha-2-
glycoprotein , Apolipoprotein A-1V , Ig gamma-1 chain C region diizeyinde artma goriildi.

Elde edilen veriler, yapilan biyoinformatik analizler ile birlestirildiginde ERM gelisiminde
rol alan inflamatuar mediyatorler disinda bahsettigimiz proteinlerin de etkili olabilecegi
goriilmiistiir. Bu yapisal proteinlerin segici regiilasyonunun etyopatolojide yeni fikirler
verebilecegi gibi buna bagl olarak da tedavi modaliteleri gelistirme konusunda da umut 15181

olabilecegi diistintilmektedir.

ERM’ nin giiniimiizdeki tedavisi ve ERM tanili insan vitreus modellerinin proteomiks
caligmalarinin literatiirdeki sayilar1 siirhidir. Bu c¢alisma literatiire bu anlamda bir katki
saglamakla birlikte, bu hastaligin patolojisinin daha ayrintili olark anlasilabilmesine yardimci

olacagini diistinmekteyiz.
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