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OZET

Psodoeksfoliasyon (PEX), tanis1 klinik olarak konan, lens 6n kapsiilii ve/veya
pupil kenarinda gri beyaz fibrograniiler psddoeksfoliasyon materyali adi verilen
maddenin 6n segment muayenesinde goriilmesi ile karekterize bir hastaliktir. Glokom
genellikle goz i¢i basincinin artisi ile seyreden, optik sinir baginda ¢anaklasma; retina
ganglion hiicre dejenerasyonu ve gérme alani kayb1 olusturan, kronik optik noropatidir.
Glokom diinya ¢apinda geriye doniigsiiz ve Onlenebilir korliigiin en 6nde gelen
nedenidir.

Bu ¢alismada, Psodoeksfoliasyon (PEX) hastalarinda, hastalikla iliskisi oldugu
diistiniilen Clusterin (CLU) geni polimorfizmi incelenmistir. CLU geninde yer alan bir
dizi varyantinin (rs11136000) farkli populasyonlarda PEX ile iligkisi saptanmistir. Bu
calismada biz Tirk populasyonunda CLU geninde yer alan bu tek niikleotid
polimorfizminin (SNP) PEX ile iliskili olup olmadigini arastirmay: amacladik. Vaka
grubunda birbirleri ile akrabalik iliskisi bulunmayan 100 PEXG hastas1 yer aldi. Kontrol
grubunda ise akrabalik iligkisi bulunmayan 100 saglikli goniillii yer aldi. CLU geninde
yer alan SNP’nin (rs11136000) genotiplendirmesi polimereas zincir reaksiyonu (PZR)
ve restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak yapildi.
Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for Social Science) 16 paket programinda
yapildi. Hasta grubunda C allel sikliginin fazla oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise T
allel siklig1 fazla idi. Buna gore, hastaligin goriilme olasiligi C alleli olan kisilerde daha
fazla iken, T alleli bulunan kisilerde daha azdir. Degerlendirmeler sonucunda, CLU geni
rs11136000 T>C polimorfizmi ile PEX hastalig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iligki tespit edilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Psodoeksfoliasyon sendromu, CLU Geni, rs11136000, polimofizm



ABSTRACT

Psoudoexfoliation (PEX), diagnosed as clinically, is a disease characterized by
the presence of the gray-white fibrogranuler pseudoexfolation material located on the
anterior lens capsule and / or pupillary edge, in the anterior segment examination of the
substance. Glaucoma, a chronic optic neuropathy, is usually associated with increased
intraocular pressure, optic nerve head cupping; make up the loss of retinal ganglion
cells and degeneration of the visual field. Glaucoma is the leading cause of irreversible
and preventable blindness.

In this study, Clusterin (CLU) gene polymorphisms, thought to be associated
with the disease, was investigated in pseudoexfolation PEX patients. A relationship
between a sequence variant (rs11136000) on CLU gene and PEX was observed in
different populations. In this study, we aimed to investigate if there is a relationship
between this single nucleotid polymorphism (SNP) of CLU gene, and PEX in Turkish
population. The case group included 100 PEX patients who don’t have any kindship
with each other. The control group included 100 healthy volunteers who dont have any
kindship with each other. Genotyping of SNP (rs 11136000) on CLU gene, was
determined by using polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length
polymorphism (RFLP) method. Data analysis was performed in SPSS (Statistical
Package for Social Science) 16. C allele frequency was observed higher in the patient
group. In the control group, T allele frequency was higher. According to this, the
possibility of the disease is high in people who has C allele; and the possibilitty of the
disease is low in people who has T allele. We didn’t observed a statiscally significant
correlation between rs 11136000 T> C polymorphism of CLU gene and PEX disease.

Keywords: Pseudoexfoliation syndrome, Clusterin, rs11136000, polymorphism
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1. GIRIS

Psodoeksfoliasyon sendromu (PEX), lens 6n kapsiilii ve/veya pupil kenarinda gri
beyaz fibrograniiler psodoeksfoliasyon materyalinin 6n segment muayenesinde
gbzlenmesi ile tanimlanan bir hastaliktir. Glokom, genellikle g6z i¢i basincinin artist ile
meydana gelen, optik sinir baginda ¢anaklagsma; retina ganglion hiicre bozulmasi ve
gorme kayb1 olusturan, kronik optik noropatik bir hastaliktir. Glokom, diinya genelinde
geriye doniissiiz ve Onlenebilir korligiin en 6nde gelen nedenidir. Glokomun goriilme
siklig1 gesitli kaynaklara gore % 0.47 ile % 8 arasinda degismektedir. Glokom sikligi
yasla birlikte artmaktadir. Eksfoliasyon materyalinin gbzde birikim gosterdigi olgular
PEX, bu birikimin goz i¢i basicini artirdigi olgular ise Psddoeksfoliasyon glokomu
(PEXG) olarak tanimlanmaktadir.

Bu c¢alismanin amact PEX hastalarinda, hastalikla iligkisi oldugu diisiiniilen
Clusterin (CLU) geni polimorfizmini incelemektir. CLU geni, multifonksiyonel
ozellikte bir protein kodlar. Bu protein lipidlere, komplement faktérlere, membrana ve
extraselliller matriks proteinlerine baglanabilmektedir. Yapilan arastirmalarda CLU
mRNA’s1 PEXG hastalarinda goziin anteriér boliimiinde artmis olarak bulunmustur.
Immunohistokimyasal calismalarda da PEX materyal icerisinde de mRNA varligi
gosterilmistir. CLU geni ile PEXG hastalig ile iliskisi olabilecek aday bir gen olarak
diistiniilmektedir.

Biz de bu c¢alismamizda, CLU genindeki (SNP) rs11136000, bolgesindeki tek
niikleotid polimorfizmi ile PEX/PEXG hastaligi arasinda bir iligki bulunup

bulunmadigini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLOKOM TANIMI

Glokom genellikle g6z i¢i basincinin artisi ile meydana gelen, optik sinir basinda
canaklasma; retina ganglion hiicre yozlagsmasiyla ve goérmede gergeklesen kayipla
karakterize, kronik optik noropatik bir hastaliktir (Donald ve ark.’lari, 1998). Diinya
capinda geriye doniisii olmayan ve 6nlenebilir korliigiin en 6nde gelen nedeni glokom
hastaligidir (Quigley H., 1996). Yaklasik 70 milyon insan1 etkiledigi diistiniilmektedir.
Etkiledigi insanlarin % 10’ unda korliige yol agmasiyla tedavisi edilemeyen korliik
nedenleri arasinda ilk siray1 almaktadir (Quigley H., 1996).

Glokomun herhangi bir belirti vermeden, yavas bir seyirle gérme kaybina neden
olmasi hastaligin erken tani ve takibinin 6nemini gostermektedir. Glokomun siklig
%_ 0.4 ile %_8 arasinda degismektedir ve goriilme sikligi yasla birlikte artmaktadir
(Bengtsson B., 1989). Eksfoliasyon materyalinin gozde yigilma gosterdigi olgular
psodoeksfoliasyon sendromu (PEX), bu birikimin goz i¢i basincini arttirdigi olgular ise
psodoeksfoliasyon glokomu (PEXG) olarak tanimlanmaktadir (Ritch ve ark.’lar1, 2001).

Genel olarak, glokom tedavisinin amaci hastanin yasam siiresi boyunca, giinliik
faaliyetlerini etkilemeden, ¢ok az yan etkiyle ya da zararsiz olarak bireyin ihtiyaglarini
karsilayacak diizeyde gorme islevinin korunmasidir (Grehn ve ark.’lari, 2002). G6z igi
basmcinin disiiriilmesi, gliniimiizde halen gorme fonksiyonunu koruma konusunda
etkisi kanitlanmis tek yaklasimdir (Grehn ve ark.’lari, 2002). Goz ig¢i basmncini
diisiirmek i¢in tibbi tedavi, lazer tedavisi veya gerekli goriildiigii durumlarda cerrahi

tedavi uygulandig1 c¢alismalarda goriilmektedir. Lazer tedavisi veya cerrahi tedavi



yaygin olarak tibbi tedaviye ¢6ziim bulunamadigi durumlarda tercih edilmis olsa da

hastanin durumuna gore ilk tedavi secenegi olarak da tercih edilebilir.

2.2. PEX

2.2.1. Tanim

PEX, ileri yaslarda goriilen goziin lens 6n kapsiilii ve/veya pupil kenarinda gri
beyaz fibrograniiler psddoeksfoliasyon bir maddenin olusumu ve birikimiyle karakterize
yaygin ekstraselliiler matriks bozuklugu olarak tanimlanir (Naumann ve ark.’lari, 1998,
Schlotzer ve ark.’lar1, 2006).

Mikroskobik incelemeler sonucunda, lens 6n kapsiilii ve iris disinda trabekiiler
yapi, zoniiler bolge, siliyer cisim proses’leri, vitreus 6n yiizeyi, konjonktiva, kornea,
humor akdz, arka siliyer arter, vorteks venleri, santral retinal arter, optik sinir kiliflari,
orbita bag doku septalart ve kapak derisinde ayrica immiinohistokimyasal ve
biyokimyasal yontemler ile psddoeksfoliatif materyal varligini deri, ekstraokiiler kaslar,
kalp, akciger, karaciger, bobrek ve meninkslerde de saptamistir (Morrison ve ark.’lari,
1988, Streeten ve ark.’lar1, 1990, Schlotzer ve ark.’lar1,1992, Streeten ve ark.’lar1, 1992,

Schlotzer ve ark.’lar1, 1997).

2.2.2. PEX Tarihgesi — Terminolojisi

PEX, Lindberg tarafindan 1917’de ilk olarak ifade edilip, tanimlanmistir
(Lindberg Jg., 1989). 1923 yilinda Vogt bu materyalin lens kapsiiliindeki dejeneratif
degisiklikler ve sonrasinda soyulma sonucu olustugunu one siirerek glokomla iligkili

oldugundan ‘kapsiiler glokom’ terimini onermistir (Ritch ve ark.’lar1, 2001). 1953°te



Dvorak-Theobald, bu sendromu cam iifleyicilerinin kizil 6tesi 1s1n maruziyetine ikinci
gelisen gercek lens eksfoliasyonundan ayirmak i¢in  ‘lens  kapsiiliiniin
psodoeksfoliasyonu’ terimini kullanmistir (Dvorak G., 1954). Daha sonra Ashton ve
Bertelsen tarafindan yapilan elektron mikroskopik ¢alismalarda 6n kapsiiliin dogrudan
maruz kaldig1 gosterilmistir. Bertelsen ve arkadaslar1 bu fibriller maddenin
preekvatoryal lens epitel hiicrelerince meydana getirildigini 6ne siirerek ‘fibrillopathia
epitheliocapillaris’ terimini 6nermistir (Bertelsen ve ark.’lar1, 1964, Ashton ve ark.’lari,
1965). Eagle ve arkadaslar1 bu materyalin anormal bazal membran sekresyonu oldugunu
One siirerek ‘bazal membran eksfoliasyonu sendromu’ olarak adlandirmislardir (Eagle
ve ark.’lari, 1979). Layden ise gercek lens eksfoliasyon hastaliginin az goriilmesi
nedeniyle en basit ve uygun adin ‘eksfoliasyon sendromu’ olacagini belirtmistir
(Layden ve ark.’lari, 1974). Daha sonralar1 Dark, daha fazla yanlig anlagilmalarina yol
acmamak i¢in ‘psddoeksfoliasyon’ teriminin kullanilmasinin uygun olacagini

belirtmistir (Eagle ve ark.’lar1, 1979, Skuta Gl., 1985, Ricth ve ark.’lar1, 2001).

2.2.3. Epidemiyoloji

Yapilan calismalar PEX’in tiim diinyada yaygin oldugunu ancak goriilme
sikliginin  degisik popiilasyonlarda ve farkli irklarda degisiklik gosterdigini ortaya
koymustur. Hem PEX hem de kapsiiler glokomun sikligi ve prevelans; calismalari ¢ok
degisik rakamlar ile ifade edilmistir. Cografik ozellikler g6z Oniine alinmaksizin
diinyada 60 yas istii genel popiilasyonda PEX yayginliginin %10 - %20 civarinda

oldugu diistiniilmektedir (Dogan ve ark.’lar1, 1998).



2.2.4. PEM Yapisi

Psodocksfoliasyon materyali (PEM)’in mekanizmasi tizerinde durulan ana
diisiince, ekstraselliiler matriks materyalinin fazla {iretimi ve yikilmasindaki azlik
oldugu yoniindedir. Yapilan ¢alismalar, psodoeksfoliasyon fibrillerinin, iris pigment
epitel hiicreleri, siliyer cisim nonpigmente epitel hiicreleri, preekvatoryal lens epitel
hiicreleri, endotel ve trabekiiler ag hiicrelerinde meydana gelmis oldugunu
desteklemektedir (Schlotzer ve ark.’lari, 1994, Schlotzer ve ark.’lar1, 1997, Ritch ve
ark.’lar1, 2001).

Bu c¢alismalarin birkacinda PEM’in bazal membrana benzerligine dikkat
cekilmistir (Bergmanson ve ark.’lari, 1984, Ulusitalo ve ark.’lari, 1993). Bazal
membran, endotel ve epitel hiicreleri tarafindan sentezlenir ve goziin tiim dokularinda
mevcuttur (Bergmanson ve ark.’lari, 1984, Johnson D., 2000). Bazal membran
yapisinda glikoprotein ve proteoglikanlar yer almaktadir. Yanlis goriiniimlii bazal
membran iizerinde ve i¢inde PEM’in gosterilmesiyle bazi arastirmacilar bu tabloya
“’bazal membran eksfoliyasyon sendromu’’ adini vermislerdir. Bazi ¢alismalarda ise
PEM’in tipk1 amiloid gibi Kongo kirmizist ve Rutenyum boyasi ile boyanabildigi ifade
edilmistir (Ringvold ve ark.’lari, 1973). Ayrica bazi histokimyasal ¢alismalar PEM’in
amiloid gibi tirozin ve triptofan ile pozitif reaksiyon verdigini gostermistir (Ringvold ve
ark.’lar1,1973, Dark ve ark.’lari, 1977). Baz1 arastiricilar da PEM ile lens zoniilleri
arasindaki benzerlikten yola ¢ikarak, elastin teorisi tizerinde durmuslardir. Zoniiller, bir

cesit elastin filaman olarak bilinen oksitolondan olusur (Garner ve ark.’lari, 1984).



2.2.5. PEX Tanist

Biyomikroskopik muayenede, 6n segment yapilarinda PEM’nin goriilmesi ile
PEX tanisi konmaktadir. Biyomikroskopik muayenede, lens on kapsiiliiniin santral
bolgesinde veya periferinde bant seklinde PEM gozlenmektedir. Ayrica pupilla

~199

kenarinda ‘‘gilive yenigi’’ tarzinda defektler, kornea endotelinde, zoniiler lifler ve siliyer
prosesler {izerinde psodoeksfoliyatif materyal oldugu goézlenmistir (Schlotzer ve
ark.’lari, 2003).

Biyomikroskopik muayenede pupilla kenarinda iris pigment epitelindeki
melaninin yok olmasi sonucu olusan transiluminasyon defektleri, pupil dilatasyonu
sonrast On kamaraya asirt melanin birikimi, 6n segment yapilarinda melanin
depozisyonu, yetersiz midriyazis, bagka bir neden olmadan segmenter veya sirkiiler
posterior sinesi varligi, zoniil zafiyeti bulgular1 (iridofakodonezis ve lens-iris
diyaframinin 6ne gelmesi ve 6n kamaranin siglagmasi, posterior veya anterior lens
luksasyonu), bu bulgular1 agiklayacak baska nedenler yoksa PEX agisindan uyarici

olmahidir (Kanski J.,1994, Hammer ve ark.’lari, 2001, Mardin ve ark.’lar1, 2001). PEX

tani kriterleri Tablo 2.1. de gosterilmektedir.



Tablo 2. 1. PEX Tani Kriterleri (Naumann ve ark.’lar1, 1998)

PEX Tani Kriterler

1. On kamara yiizeyinde depozitler
2. Midriyazis ile melanin dispersiyonu
3. [Iriste transilliiminasyon defektleri, stromal atrofi ve zayif midriyazis
4. Kan-akoz bariyer defekti (psodotiveit)
5. Zoniiler instabilite:
a. Fakodonezis
b. Anterior lens subluksasyonu
c. Posterior luksasyon
d. Iris-lens planmin &ne gelmesi ve 6n kamaranin siglasmasi
6. GOz ici basing artis1/ glokom
7. Korneal endotelyal dekompanzasyon

8. Niikleer katarakt

2.2.6. PEX ve Glokom

1923 wyilinda Voght, kapsiil kaynakli glokomu “glokoma capsulare” olarak
isimlendirildi. Bugiinlerde “eksfoliatif glokom” veya “psddoeksfoliatif glokom”
ifadeleri literatiirde sik olarak telafuz edilmektedir (Naumann ve ark.’lari, 1998). Yalaz

ve arkadaslarinin 1992 yilinda yaptiklari calismada PEX olan hastalarda glokom siklig1



%34.3, glokom hastalarinda PEX siklig1 ise %46.9 saptanmistir (Yalaz ve ark.’lari,
1992).

PEX; su an igin acik acili glokomun en onemli ve tek saptanabilir sebebidir.
Mitchell ve arkadaslarinin ¢alismalarinda bazi kisilerde eksfoliatif materyalin niteligi ile
onun glokoma neden olma etkisi arasinda olasi iligkiyi saptamislar ve PEX’li gozlerde
ise 5 kat artmis glokom riski oldugunu gostermisler (Mithell ve ark’lari, 1999). Glokom,
genellikle agik agili tipinde goriiliir ancak kapanabilir a¢1 sikligi normal popiilasyona
gore fazla oldugu sOylenmistir. Ayrica normal niifusa gore PEX’li gozlerde okiiler
hipertansiyon, agik ve dar agili glokom ile akut ag1 kapanmasi glokomu da daha sik

goriiliir.

2.3. CLUSTERIN (CLU) GEN POLIMORFIZMI

CLU, beyin, bobrek, pankreas, karaciger, mide ve testis gibi farkli dokularda
belli araliklarla {iretilen, plazma, semen ve serebrospinal sivida bulunan bir
glikoproteindir (Hidaka ve ark.’lar1, 2002). Ilk olarak 1983 yilinda Blaschuk ve ark.
tarafindan kog rete testis sivisindan elde edilmistir. CLU proteini veya mRNA’ s1
laboratuvarda farkl kisiler aracilifiyla bagimsiz olarak farkli isimler altinda ¢aligilmistir
(Redondo ve ark.’lar;, 2000, Wilson ve ark.’lari, 2000). Ornegin; Siilfatlanmis
glikoprotein-2 (Griswold ve ark.’lar1, 1986), Testosteron ile baskilanan prostat mesaji-2
(TRPM-2) (Leger ve ark.’lari, 1987), SP-40/40 (Murphy ve ark.’lari, 1988),
Kompleman sitoliz inhibitor (Jenne and Tschopp, 1989), pADHC-9 (Mayetal.,1989),
Apolipoprotein-J ( Silva ve ark.’lar1 ,1990), Glikoprotein 80 (Gp 80) (Hartmannetal.,
1991). CLU’in izole edildigi dokular ve kullanilan diger isimler Tablo 2.2.de

verilmistir. 1992 yilinda, Ingiltere-Cambridge’de diizenlenen Uluslararasi Clusterin



seminerinde tiim bilimsel c¢alismalarda“clusterin” teriminin literatiirde kullanilmasi

onerilmistir (Redondo ve ark.’lar1, 2000, Wilson ve ark.’lar1, 2000).

Tablo 2. 2. CLU izole edildigi dokular ve kullanilan diger isimler (Rosenberg ve

ark.’lar1, 1995, Tungdemir M., 2006).

Doku Tiir Isim

Rete Testis Sivisi Kog CLU
Adrenal Medulla Sigir GPIII
Sertoli Hiicreleri Sican SGP-2
Prostat Sigan TRPM-2
Testis Sigan CLU
Nororetinal Hiicreler Bildircin T64
Serum (Karaciger) Insan SP-40,40
Serum (Karaciger) Insan CLI

Beyin Hamster SGP-2
Adrenal Medulla Sigir Glikoprotein I11
Kan Insan Apoj
Beyin Insan pADHC-9
Renal hiicreler Kopek gp 80

Kan Insan NAL1/NA2
Beyin Insan pTB16
Retina Insan K611
Vaskiiler diiz kas Domuz pc38K

PEX’li gozlerde, tiim 6n segment dokularinda glokom olusmasi normal gozlere
ve primer agik acili glokomlu (PAAG) gozlere gore clusterin mRNA diizeyinde
downregiilasyon goriilmektedir. In-vitro analizlerde, Tiimér growth faktdr beta 1( TGF-

B1) ilavesi sonrasi pigmente bulunmayan Silier epitelyum hiicresinde, CLU
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mRNA’sinda ve protein ekspresyonunda belirgin downregiilasyon meydana ¢ikmistir
(Zenkel ve ark.’lar1, 2006, Alaylioglu M., 2014). PEX depozitlerinde CLU varligi ve
PEX’li gbzlerde akdz humorde azalmis CLU miktar1 ,CLU geninin varyantlarinin PEX
ile iliskisinin arastirilmasini giindeme getirmistir (Yaylacioglu T., 2013, Alaylioglu M.,

2014).

2.3.1. CLU Gen Polimorfizmi Yapus:

Insan CLU geni kromozom 8p12-p21 iizerinde yerlesik, toplam 9 eksonlu tek
kopyali bir gendir ve yaklasik olarak 17 kb uzunlugundadir. CLU geni, 449 amino asid
(aa)’li bir polipeptid igin ilk 21 amino asit’de bulunan hidrofobik sinyal dizisinden
taninarak kodlanir (Leskov ve ark.’lari, 2003, Alaylioglu M., 2014). CLU geninin

kromozom tizerindeki bolgesi Sekil 2.1.de gosterilmektedir.
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8p21.13

, 8p21.3

8p22.2
8p23.1

8p23.3

| 8p24.12

8p24.21
8p24.23

8p23.2

. 8p22
8p21.2

8p12
8p1122

'\ 8p11.22
8p12.1

. 8p12.3
8p13.2 ~ 8p21.11

Sekil 2. 1. 8.kromozomda CLU geninin bulundugu lokus (Anonim, 2016)

CLU proteinin yapisinda 22 ve 227. aa dizi arasinda a katlanmasi1 ve 228-449.
aa. dizi arasinda da B katlanmasi goriiliir. Proteinin; a alt tinitesi 205 aa. dizisinden
olusurken, B alt tinitesi 221 aa dizisinden olusur.

CLU proteini, glikozile olmus bir baglangi¢ onciil peptid ve 40 kDa’luk o ve
zincirleri seklinde kirpilir. Hiicre disina salgilanan olgun formunda bes siilfit birbirine
bagli motif bulunur (Leskov ve ark.’lari, 2003, Alaylioglu M., 2014).

CLU’lerin ii¢ izoformu vardir. Bu formlar pro ve antiapoptotik yolaklarda
etkilidir. CLU proteini pek ¢ok hastalikla iligkilidir. CLU; oksidatif stres,
norodejeneratif hastaliklar, kanser, yaslanma, iltithapli hastaliklarla iligskilendirilmistir.
Protein izoformlarmnin hepsi farkli subseliiler kompartmanlara yerlesmistir. Birinci

izoform niikleusa lokalize olmustur. Digerleri ise sitoplazma ve salgida bulunur.
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CLU’nun en sik goriilen formu olan sCLU; tiim sCLU mRNA’sinin kodlanmasi sonucu
meydana gelir, n\CLU; CLU pre mRNA’sindan 2. ekzonun kirpilmasi1 sonucu meydana
gelir. (Nuutinen ve ark.’lar1, 2009, Koltai T., 2014, Lin ve ark.’lar1, 2014, Sansanwal ve

ark.’lari, 2015). CLU isoformlar1 Sekil 2.2.de gosterilmektedir.

CLU Protein
ER
NLS
Y & 3
NM _001831 I:
=mRNA izoform 1 u 2 ! 4 s Vs 7 IVls s
o G GA

3|4 5678H

Niikleer protein izoform nCLU (417 aa)
1Pl Le Bk

Niikleer protein izoform nCLU (459 aa)

NM_203339
=mRNA izoform 2

Gizlenmig protein izoform sCLU (449 aa)= NP_976084

Sekil 2. 2. CLU’nun isoform yapilar: (Rauhala ve ark.’lari, 2010)

Doku ve tiirlere bagl olarak olgun glikozile olmus sCLU proteinin biiyikligi
75-80 kDa’dur. Kirpilmis sSCLU’nin biiytikligii; a zincirde 32-35 kDa ve f zincirde 45-

48 kDa olarak gosterilmistir (Alaylioglu M., 2014).

2.3.1.1. s-CLU Tipi

CLU mRNA’ s1 Endoplazmik retikulum(ER) membranina bagh ribozomlarda

sentezlenir ve onciil peptid ile ER’ye iletir. 21 amino asit hidrofobik sinyal dizisi kesilip
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atilir ve 50 kDa holoprotein ER limeni igine geger, katlanmalar ve disilfit baglar
olusur, ER’de karbohidrat zincirleri eklenerek CLU’nun 64 kDa’luk yiiksek mannoz
baglh tipi olusturulur. Mannozidaz ve glikozidaz ile karbohidrat zincirleri kismi olarak
modifiye edilerek golgiye aktarilir. Golgi kompleksinde 56 kDa’luk CLU
polipeptidinde i¢ mannoz sekerler kirpilir (salgilanma adimi igin islenme), 76 kDa
proproteinin olusmasi igin, diisiik mannoz tipinde karbohidrat yan zincirleri enzimatik
olarak eklenir ve salgilanma icin son islenmeler gergeklesir. Sekil 2.3.de sCLU

proteininin olusumu gosterilmistir.

Endoplazmik retikulum
Olgun sCLU peptidi

*ER sinyal peptidinin
proteolitik kesimi
*Mannoz gruplannin
baglanmas!

*ave falt Unitelere
aynima
\ "Yiiksek oranda
OnciilsCLU gikcallenme
polipeptid zincir

Sekil 2. 3. sCLU proteininin olusumu (Lakins ve ark.’lar1, 1998,Shannan ve ark.’lari,

2006)

Glikolizasyonu takiben, biitin CLU proteini distilfit bagl o ve B zincirlerine

boliintir. Tam uzunlukta ve boliinmiis riinlerin her ikisinde esas kisim islenerek golgi
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aygitinda toplanir ve depolanir, salgi granillerinde paketlenir, salgilanma sinyali
alindiginda ekzositoz ile salinir.

Golgide bulunan 76 kDa, 56 kDa ve 32-48 kDa’luk CLU izotipleri ihtiyaca gore
paketlenmektedir, ancak bunlardan hangisinin vezikiillerde tutuldugu, hangisinin
salgilanma islemine gittigi belirli degildir (Lakins ve ark.’lar1i, 1998). Kendi aralarinda
bir is boliimii yoktur o anki gelen sinyale gore sentezlenir. SCLU’nin hiicre koruyucu bir
protein oldugu, nuklear clu’nin asiri ekspresyonunun hiicre yasamini ve biyiimesini
engelledigi, 6lim uyarici protein olarak hareket ettigi belirtilmektedir (Leskov ve
ark.’lar1, 2003). sCLU, 70-80 kDa heterodimerik bir glikoproteindir, 40 kDa’luk o ve
alt aniteler seklinde bulunur ve Sekil 2.4.de gosterilmistir. SCLU, ¢ok fonksiyonel bir
proteindir, hiicre dis1 artiklarin temizlenmesi ve stress nedenli hasar: takiben molekiiler
saperon faaliyeti, lipid metabolizmasi, kompleman diizenlenmesi, hiicre farklilagsmasi,
dokunun yeniden yapilanmasi/yenilenmesi, hiicre adhezyonu, hiicre o6limii, farkh
patolojik ve fizyolojik durumlarda rolii oldugu bilinmektedir. SCLU yiiksek ve diisiik
dozlardaki iyonize radyasyon(IR) cevap olarak iretilmektedir. sCLU olusumu, IR
uygulamasindan 48 saat sonra baslamaktadir. insan MCF-7 meme kanser hiicrelerine
diisiik dozda IR uygulamas: sonucu yiiksek sCLU protein diizeyleri tespit edilmistir
(Lakins ve ark.’lar1, 1998,Leskov ve ark.’lar1, 2003). sCLU protein yapis1 sekil 2.4. de
gosterilmistir.

Insan kanser hiicrelerinde sCLU’nun asir1 ekspresyonunun ilag direncine neden
oldugu ve apoptozu tesvik eden sitotoksik ajanlara karsi1 koruyucu faaliyetleri oldugu
belirtilmektedir (Leskov ve ark.’lari, 2003). sCLU’nin bir biiyiime faktorii benzeri

molekiil olabilecegi ileri stiriilmiistiir.
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Sinyal peptidi p alt inite
N _ c
1 22 227 228 449

\

.;. | M ‘ |
u .

Sekil 2. 4. sCLU Protein Yapis1 (Jones ve ark.’lar1, 2002)
2.3.1.2. nCLU Tipi

Lakins ve ark.’lar1 1998 yilinda apoptoz ile iligkili kisalmis CLU izoformu
oldugunu tespit etmisler, ancak sentez mekanizmasini aydinlatamamiglardir (Lakins ve
ark.’lari, 1998).

Leskov ve ark.’lar1 2003 yilindaki arastirmalari ile nukleusa yerlesik kisa kesik
formu olan nCLU’nin alternatif kirpilma irini oldugunu tespit etmisler. Bu CLU
tipinin; translasyon baslama yeri olarak ekson Il de ikinci bir AUG kodon
cercevesinden sentez edildigini gostermislerdir. Kisa mRNA iiriinleri 49 kDa onciil n-
clu’dir. nCLU pre mRNA ~49 kDa oncil nCLU proteinden dretilir. nCLU, sinyal
peptidi icermedigi i¢cin ER’a hedeflenemez, dolayisiyla o ve B alt {initelerine ayrilmaz
ve glikozillenmez ER hedefleyici lider peptidi olmadigindan ER limenine giremez ve

sCLU’daki gibi glikozillenmez (Leskov ve ark.’lar1, 2003).
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Sitoplazmada yerlesik olan 6nciil nCLU, hiicresel hasar meydana geldiginde
translasyon sonrasi degisiklige ugrayarak yaklasik 55 kDa agirligindaki olgun nCLU
molekiiliine doniisiir ve icerdigi iki niiklear yerlesim sinyali sayesinde niikleusa gecer.
Cift zincir DNA kiriklarinin onarimi i¢in 6nemli bir protein olan Ku70 proteinine
baglanarak DNA tamirinin ger¢eklesmesini engeller ve apoptozu tetikler (Nuutinen ve
ark.’lar1, 2009).

TGF-B, IR uygulanmas: ve bazi sitotoksik olaylardan sonra 6nciil nCLU’nin
sentezi artar ve sitoplazmadan nukleusa geger. 49 kDa oncil nCLU iki fonksiyonel
Niiklear Lokalizasyon Sinyali (NLS) igcermektedir ve bu yolla nukleusa hedeflenir.
Onciil nCLU proteini; normal kosullarda hiicrelerde sentezlenir ve sitoplazmada
depolanir. Depolanan protein IR sonrasi heniiz bilinmeyen posttranslasyonel
modifikasyonlar ile aktiflesir ve 55kDa olgun nCLU olusur (Leskov ve ark.’lari, 2003).

49 kDa onciil nCLU’nun, asirn ekspresyonu liim sinyali gibi etki yapar, hiicre
biiyiimesini engeller. Apoptotik hiicre 6liimii esnasinda nCLU sentezi artmakta ve yeni
sentezlenen protein apoptotik hiicrelerde lokalize olmaktadir [48]. Deneysel hiicre 6liim
modellerinde, hasarlanmis dokunun cevresindeki hiicre dis1 birikimlerde, oli
hiicrelerde, canli hiicrelerde, fagositik hiicrelerde 6nciill nCLU proteini tanimlanmistir
(Lakins ve ark.’lar1, 1998).

In vivo ve in vitro arastirmalarda kalp, beyin, karaciger, bobrek, meme ve retina
gibi bir¢ok organda stres altinda artmis CLU mRNA ve protein seviyeleri saptanmaistir.
Giincel calismalar CLU geni ekspresyonunun apoptotik hiicre kaybi i¢in bir belirteg
olabilecegini gostermektedir (Lakins ve ark.’lari, 1998). CLU up-regiilasyonu, mesane

(Wei ark.’lar1, 2009), prostat (Saverio ve ark.’lari, 2000), kolon (Pucci ve ark.’lari,
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2004), meme (Leskov ve ark.’lar1, 2003) ve akciger (July ve ark.’lar1, 2002) gibi gesitli

kanserlerde rapor edilmistir.

2.3.2. CLU Gen Polimorfizmi ve PEX Hastalig1 Arasindaki Iliski

CLU, kiiciik 1s1-sok proteinlerine benzer bir yapiya sahip olan bir molekiiler
saperondur. Yanlis katlanmis proteinleri ATP’den bagimsiz bir sekilde baglayarak
HSP90 gibi 1s1-sok proteinleri tarafindan tekrar katlanmalarina aracilik eder. Isi-sok
proteinlerinin bulunmadigi ekstraselliiler alanda ise megalin reseptoriiyle etkileserek
yanlig katlanmis proteinlerin endositoz yoluyla temizlenmesine yardimer olur (Nuutinen
ve ark.’lar1, 2009).

Tim memeli dokularinda mevcut olan CLU’nin birgok fizyolojik siiregte yer
aldigr ileri striilmiistir. CLU nin iglevleri arasinda ilk akla gelenler lipid transportu,
sperm olgunlagsmasi (Hermo ve ark.’lari, 1994) ve kompleman inhibisyonudur
(Trougakos ve ark.’lar1, 2002).

Beyin-omurilik sivisinda (BOS) CLU’nun ¢oziiniir Amiloid Beta (Ap)
peptidlerine baglanabildigi ve AP c¢Oziliniirliiglinii arttirarak birikimini engelledigi
gosterilmistir. Ayrica CLU’nin PEXG da goriilen oksidatif stresin neden oldugu
norotoksik etkiyi azalttigi gosterilmistir (Nuutinen ve ark.’lari, 2009).

Apolipoprotein J (ApoJ) olarak da bilinen CLU, kolesterol ve fosfolipidler gibi
lipidlerin transportunu saglayan lipoprotein partikiillerinin yapisinda yer almaktadir.
Plazmada CLU’nun, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) partikiillerinin yapisinda

bulundugu gosterilmistir.
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Anti-apoptotik bir protein olarak da bilinen sCLU, apoptozda onemli rol
oynayan Bax proteinine baglanarak oligomerizasyonunu engeller ve bdylece
mitokondriden sitokrom c salinimina engel olarak apoptozu onler.

Pro-apoptotik bir protein olarak bilinen nCLU da DNA kiriklarinin tamirinde
onemli bir role sahip Ku70/Ku80 kompleksinde yer alan Ku70 proteinine baglanarak
DNA tamirine engel olur ve boylece apoptozu tetikler (Nuutinen ve ark.’lar1, 2009).

Arastirmalar CLU ekspresyonunun, hiicrenin hayatta kalimi, timor progresyonu,
in vivo tedaviye direng gelismesi ve apoptozis gibi birbiriyle ¢eliskili olaylarda etkili
oldugunu ortaya koymustur (Trougakos ve ark.’lar1, 2002, Gleave ve ark.’lari, 2005).

Giincel veriler bu farkli fonksiyonlarin birbirinden farkli ama birbiriyle
baglantili iki CLU protein izoformuna bagli oldugunu gostermistir. Bunlar hiicre i¢inde
alternatif baglanma yoluyla meydana gelerek glikozile olan (SCLU) ve non-glikozile
niikleer (nCLU) formlardir. Bu iki CLU formu immunolojik yontemlerle birbirinden

ayirt edilebilir (Leskov ve ark.’lar1, 2003).

2.3.3. CLU Gen Polimorfizmi ve Apoptozis

CLU upregiilasyonunun apoptotik bir cevaba yol agtigi belirtilmigse de
programlanmis hiicre 6liimiiyle CLU gen ekspresyonu arasindaki iliski kesin olarak
aydinlanmamigtir. CLU’nun hiicrelerde stres sonrasi fonksiyonlariin aydinlatilmasi, iki
farkli protein formunun tanimlanmasindan sonra oldukc¢a karisik bir hal almistir.
Yapilan bir grup calismada, tam uzunluktaki CLU mRNA’nin overekspresyonu ile
meydana gelen nCLU’nun, 6liim oOncesi sinyali gibi davranmakta oldugu, hiicre
biiylimesi ve hayatta kalimini inhibe ettigi gosterilmistir (Lakins ve ark.’lari, 1998,

Trougakos ve ark.’lari, 2002, Leskov ve ark.’lari, 2003). Ancak baska ¢alismalarda
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CLU ekspresyonunun sitoprotektif oldugu iddia edilmistir (Lakins ve ark.’lari, 1998,
Trougakos ve ark.’lar1, 2002). Sonug olarak, tiimor hiicresinin hayatta kaliminin sCLU
overekspresyonu ve nCLU kaybi ile baglantili oldugu sdylenebilir (Pucci ve ark.’lari,
2004). Hiicrelerin hiicre Olimiinii stimiile etmeleri igin sCLU’yu suprese etmeleri
gerektigini belirten veriler bu diisiinceyi desteklemektedir. Hiicre 6liimiindeki énemli
mekanizmalardan biri de p53 tiimor siipressor geninin aktivasyonudur (Jin ve ark.’lari,
1999). Bu durum yiiksek dereceli ve metastatik karsinomlardaki nCLU’dan sCLU
ekspresyonuna gecisi agiklamaktadir ve belki de tiimor biiylimesindeki CLU nun rolii

bu izoform yapilar1 arasindaki degisme ile ilgilidir.

2.3.4. CLU Gen Polimorfizmi’in iliskili Oldugu Hastaliklar

2.3.4.1. Prostat Kanseri

Birkag ¢aligma, prostat kanserinde CLU seviyesinin azaldigini gosterir (Saverio
ve ark.’lari, 2000, Rauhala ve ark.’lari, 2008). Bunun yam sira, 6zellikle erkeklik
hormonu ameliyat tedavisinden sonra, ayni zamanda prostat kanserinde de CLU’nin
ifadesinin artmasi tizerine raporlar gorilmektedir (July ve ark.’lar1, 2002). Bu karsilikli
sonuglar clusterinin farkli izoformlarin agiklanmis oldugu durumlardir. Antistreptolizin
O (ASO) tedavisine karst CLU proteini gliniimiizde androjen azalmasi tedavisinin
gelismesinde onun etkisini  degerlendirmek icin kliniksel denemelerde ve de
kemoterapiyi engellemek i¢in test edildi (Rauhala ve ark.’lar1, 2002, Gleave ve ark.’lari,
2005, Sowery ve ark.’lari, 2008). CLU i¢in gizli tiimor rolleri destekleyen veriler,
prostat kanser hiicre hatlarinda da CLU ifadesinin epigenetigin diizenlenmesinde rol

aldigini igeren raporlar vardir (Saverio ve ark.’laru, 2000).
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2.3.4.2. Meme Kanseri

CLU geni etkisi lizerine goglis kanseri lizerine yapilan ¢alismalarda artis
gostermektedir (Redondo ve ark.’lari, 2000, Kriiger ve ark.’lar1, 2006). Benzer sekilde
prostat kanserinde de, CLU ASO tedavisi aym1 zamanda gogiis kanseri igin test
edilmeye baslandi. Denemenin II asamasindaki sonuglara gore dosetaksel anti CLU
tedavisi ile birlikte uygulandigi zaman tedaviye cevap verilmesinde anlamli sonuglar

elde edilememistir (Chia ve ark.’lar1, 2009).

2.3.4.3. Yumurtalik Kanseri

Sitoplazmik CLU ifadesi bir hiicrenin hayatta kalmasini destekleyici olarak
kemoterapiye etkisi ve tedaviye cevap vermesinde yumurtalik kanserinde artis oldugunu

gostermektedir (Wei ve ark.’lar1, 2009).

2.3.4.4. Pankreas Kanseri

CLU ifadesinin, pankreas kanserindeki seviyesi kanserler i¢in raporlarda yiiksek
ve diisiik ifadeler olarak tartisilmaktadir (Jhala ve ark.’lari, 2006, Xie ve ark.’lari,
2002). CLU ifadesinin eksikligi ayni zamanda ince igne aspiratlaridan pankreas
kanserlerinde, pankreas beze uruyla ayirt etmek icin potansiyel bir ayrim faktorii olarak
gosterilmektedir (Xie ve ark.’lari, 2002). Pankreas kanserinde, CLU ifadesi tiimor
stirecinde clusterin downregulationu fikrini desteklemekte ve daha uzun hayatta kalma

ile iliskilendirilmektedir (Jhala ve ark.’lar1, 2006).
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2.3.4.5. Alzheimer Hastaligt

CLU ile AH arasindaki iliski ilk kez Alzheimer hastalarinin hipokampus doku
orneklerinde kontrol gruplarina kiyasla artmis CLU ifadesinin gdsterilmesiyle
kurulmustur. Bu sonuglar, Alzheimer hastalarinda artmis CLU ifadesinin noroprotektif
bir yamt ile iliskili olabilecegi ihtimalini ortaya koymustur. Daha sonra yapilan
caligmalar ile CLU’in nérofibril yumaklar1 ve ekstraselliiler amiloid birikimleri ile
birlikte yer aldigi tekrarlayan sekilde gosterilmistir (Nuutinen ve ark.’lari, 2009,

Charnay ve ark.’lar1, 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Calismamiz Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 15-KAEK-001 kayit numarasi ile 04.03.2015 tarihinde onaylandi.
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi, Goz poliklinigine basvuran ve PEX tanis
konan 100 hasta ve 100 kontrol grubundan bilgilendirilmis goniillii olur formu alindi.
Calisma grubuna katilan tiim bireylerin kanlarindan elde edilen DNA’lar ¢alismamizda
kullanildi. Caligmanimn tamami Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik

Laboratuvari’nda yapildi.

3.2. CALISMADA KULLANILAN ARAC VE GERECLER

3.2.1. Aletler ve Cihazlar

Tez calismamiz siiresince kullandigimiz aletler ve cihazlar Tablo 3.1. de

verilmektedir.

Tablo 3. 1. Aletler ve Cihazlar Cizelgesi

Aletler ve Cihazlar

PZR Cihazi (Termal Cycler) (Techne, TC 4000, TC 412)
Elektroforez Tanki (Cleaver Scientific, MSCHOICE)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific, EC 300 x L)
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Manyetik Karistirici (Velp Scientifica, F20520162)

Aletler ve Cihazlar

Jel Goriintiileme Sistemi (QUANTUM — ST4, 1000/20M — 09200806)
Mikrodalga Firin (Argelik intelloware, MD554)

Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)

Mikrosantifiij (Mikro 120, Hettich Zentrifugen D — 78 532n)

Vorteks (Velp Scientifica, F20220176)

Mikropipet Seti (Thermo Scientific)

Etiiv (Memmert, Beschickung — Loading 100 — 800)

Otoklav (HMC Hirayama, HV — 25L)

Buzdolab1 (Vestel, BZp — L3302W)

pH metre (IHANNA, 507702)

3.2.2. Kimyasal Maddeler

Tez c¢alismamiz siiresince kullandigimiz ~ kimyasal maddeler Tablo 3.2. de

verilmektedir.

Tablo 3. 2. Kimyasal Maddeler Cizelgesi

Kimyasal Maddeler

1. Taq DNA polimeraz (GeneAll, Cat.N0.501-020)
2. Xapl FD (Restriksiyon Enzimi) (Thermo Scientific-Lot: 00256882)

3. Primerler
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F: (IDT;Lot:69591345)

R:(IDT;Lot:69591346)

Kimyasal Maddeler

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Agaroz(Prona 134527 PR)

Nusieve Agaroz (Prona (Gamma Micropor)(Lot:125505PR)
pUC 19/Msp marker (Thermo Scientific Lot:00151816)
100 mM dNTP set (Femantes, Lot:00070408)

Trisma Base (Sigma, Lot :SLBF2582V)

Borik Asit (Carlo Erba;, Lot: 0L057180L)

EDTA (Amresco, Lot: 3228B038)

NaOH (Sodyum Hidroksit)(Rieldel-de Haen, Lot:70440 UN 1823)
Ethanol( Lot:K45813683431)

6XLD(Thermo Scientific- Lot:00216922)

RNAaz(Thermo Scientific-Lot:1383185)

Proteinase K( Thermo Scientific Lot:00200657)

10 X Taq Buffer (GeneAll Cat .N0:501-310)

FD Green Buffer(Thermo Scientific- Lot;00275702)
MgCI2( Thermo Scientific Lot;00134257)

Lysis Solution (Thermo Scientific, Lot;00205333)

Wash Buffer 1( Thermo Scientific, Lot;00203716)

Wash Buffer 2 ( Thermo Scientific, Lot;00203067)

Elution Buffer ( Thermo Scientific, Lot;00200529)




25

3.2.3. Cozeltiler

3.2.3.1. EDTA Soliisyon (0,5m) Hazirlanisi

18,16 Na,EDTAX2H,0 80 ml distili su igerisinde manyetik karistirici ile
kanigtirildi. Coziilmenin olusabilmesi i¢in 2,0 g NaOH karsima eklendi. pH ayarlamasi
(pH=8) HCl ile yapild1 ve 100mI’ye tamamlandi.

Hazirlanan EDTA soliisyonu, otoklavlanip oda sicakliginda saklandi.

3.2.3.2. 5XTBE (Tris — Borat — EDTA) Tamponu

v 54 g Trisma Base,

v’ 27,5 g Borik Asit,

v' 20ml 0.5 M EDTA soliisyonu (pH=8),

v 500 ml su igeresinde manyetik karistirici ile karistirildi. Homojen olunca 1 litreye

distili su ile tamamlanarak ¢oziildii. Cozelti oda 1s1sinda saklandi.

3.2.3.3. Etidyum Bromid Soliisyonu (10mg/ml)

v' 0,1 g Etidyum Bromid 10 ml distili su igerisinde bir gece boyunca manyetik
karistiricida karistirildi.
v" Kullanilacak tiipler aliiminyum folyo ile kaplandu.

v’ Hazirlanan soliisyon +4 °C’de sakland1.

3.2.3.4. Elektroferez Yiiriitme Tamponu

5X TBE tamponundan distili su ile seyreltilerek 1X TBE hazirlandu.
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3.2.3.5. %3’lik Agaroz Jel (100ml)

3 g Agaroz ve 100 ml 1X TBE erlenmayer icerisinde karistirilip mikrodalga
firinda 1,5 dakika 1sitildi. Hafif sogumasi beklenerek (yaklasik 60 0C) 5 ul Etidyum
bromid (10mg/ml) eklenip hizli bir sekilde iyice karistirildi ve yiikleme yapilacak

taraklar1 hazirlanmis olan kasete dokiildii.

3.3. YONTEM

3.3.1. Genomik DNA Izolasyonu Protokolii

1. Kanlar vortekslenir

2. 200ul kant+20pl proteinkinaz+20ul RNAaz bir eppendorfa (1,5ul) alinr,
vortekslendi (7-8sn).

3. Uzerine 400yl lizis solution ekle vortekslendi (7-8sn).

4. 10 dk 55 °C de su banyosunda beklendi. Su banyosundan alinca,

5. Uzerine 200 pul etanol eklendi, vortekslendi (7-8sn).

6. Vortekslenen tiipler, filtreli eppendorflara alindi.

7. Santrifiijlendi (11000 rpm 1 dk).

8. Eppendorf atildi, filtreli kisim alindi. Filtreli kisimda DNA bulunmaktadir.

9. Filtreli kisim, baska bir eppendorfa takildi.

10. Uzerlerine 500 pl wash buffer 1 eklenir,11000 rpm 1 dk santrifiij edildi.

11. Eppendorflar atilir, yeni eppendorflar filtreye takilir. Uzerlerine 500 ul wash

buffer 2 eklenir.13000 rpm de 3 dk santrifiijlendi.
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12. Eppendorflar atilir, fitlereler baska bir kapali eppendorf alinir. 200 ul Elution
buffer eklendi (DNA’y1 dibe ¢oktiiriiyor.)

13. 13000 rpm de 1 dk santrifiij edildi (DNA direk alttaki tiipe geger).

3.3.2. DNA’nin Kalitatif Tayini

1,8 g agaroz, 60ml 1X TBE igerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildii, 60 °Cye
kadar sogutulduktan sonra 3pl EtBr (10mg/ml) eklendi. Sivi haldeki jel, taraklari
yerlestirilmis olan agaroz jel elektoforez setine dokiilerek donmaya birakildi. 4-5ul
DNA, toplam hacim 5-6ul olacak sekilde 10X yiikleme tamponu ile karigtirilarak jele
yiiklendi. Ornekler 1X TBE tamponu igerisinde, 120 V 20 dakika yiiriitiildiikten sonra

jel, UV altinda incelendi ve genomik DNA’nin kalitesi analiz edildi.

3.4. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PZR) TEKNIGI

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), niikleik asitlerin “in vitro” olarak, uygun
kosullar altinda istenilen sayida tekrarlanabilen dongiiler ile ¢ogaltilmasina dayanan bir
yontemdir. PZR dongiisii sirayla, DNA ¢ift zincirinin 1s1yla birbirinden ayrilmasi (94 °c
Denatiirasyon), oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi (Hibridasyon 60 OC) ve
zincirin yeni ¢ift zincirli DNA’lar olusturacak sekilde uzamasi agamalarinda meydana
gelir (Saiki ve ark.’lari, 1988). PZR karigimi1 igin kullanilan malzemeler ve kullanilan
miktarlart Tablo 3.4.de verilmektedir. Kullanilan PZR programi Tablo 3.5.de

verilmektedir. Sekil4.4 .de PZR goriintiisii verilmektedir.
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3.5. RESTRIKSiYON PARCA UZUNLUK POLIMORFiZMi (RFLP) TEKNIiGi

Cift iplikli DNA molekiiliinii belirli niikleotid siralarindan kesen bakteriyel
kokenli restriksiyon enzimlerinin kesfedilmesi ile molekiiler biyoloji alaninda 6nemli
gelismeler olmustur. RFLP teknigi DNA diizeyinde polimorfizmi gérmek amaciyla
giinimiizde sik olarak kullanilmaktadir. Bakteriler, bakteriyofajlara karsi savunma
mekanizmasi olarak cesitli restriksiyon enzimleri olusturmaktadirlar. Bu enzimler DNA
molekiiliinii 6zgiin tanima dizilerinden kesebilen enzimlerdir (Turnet ve ark.’lari, 2004).

Restriksiyon enzimlerinin kesim sonucunda olusturdugu pargalara restriksiyon
pargalar1 denir. Bunlarin biiyiikliigi kullanilan restriksiyon enzimlerine bagli olarak
degisim gostermektedir. Her enzim farkli kesim noktalarina sahiptir. DNA parcalarinda
goriilen bu polimorfizmin nedeni nokta mutasyonu olabilecegi gibi, inversiyon,
delesyon, translokasyondan kaynaklanan biiyiik mutasyonlar da olabilmektedir. RFLP;
hizli, ucuz ve uygulanmasi nispeten kolay olan bir yontemdir. Ancak bir¢ok fragmentin
olugsmasi ve bunlarin jelde yakin bir sekilde dizilmesiyle bu bant profillerini ayirmak
giiclesmektedir. Bu nedenle tutarli sonuclarin olusmasi i¢in birden fazla restriksiyon
enziminin kullanim1 gerekebilmektedir (Turnet ve ark.’lari, 2004). RFLP i¢in kullanilan

malzemeler Tablo 3.6. da verilmektedir.

3.6. ELEKTROFOREZ TEKNIiGi

Sulu bir ¢ozelti iginde, suspansiye ya da ¢ozinmiis kiicik elektrik yiikli
parcaciklarin, uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile gé¢ etmesi siirecine elektroforez
denir (Kaya A., 2002). Agaroz, deniz yosunundan fiiretilen bir polisakkarittir. %0,5-2

arasindaki konsantrasyonlarda sulu ¢ozeltilerle ¢oziildiigiinde kat1 bir jel olusturulur.
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Elektroforez icin kullanilan agaroz, bakteriyel kiiltiir plaklar1 yapmada kullanilan agarin

saflagtirilmis formudur (Kaya A., 2002).

3.7. CLU GEN POLIMORFIiZMIiN ANALIZi

CLU geninin rs11136000 T>C polimorfizminin analizinde kullanilan primerler
Tablo 3.3. de verilmektedir. CLU genine ait baz dizisi ise Sekil 3.1. de verilmektedir.
CLU geninin rs11136000 T>C bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan
PZR karisimi ve miktarlar1 Tablo 3.4. de verilmektedir. CLU geninin rs11136000 T>C
bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan PZR programi ve sekans sayilari
Tablo 3.5.de verilmektedir. CLU geninin rs11136000 T>C boélgesindeki polimorfizmin

belirlenmesinde kullanilan RFLP karisimi ve miktarlar1 Tablo 3.6 .da verilmektedir.

Tablo 3. 3. CLU geninin polimorfizminin analizinde kullanilan primerler

Bolge Primerler

F:5>-CCCTGAATCTTACCTTTC TATTGC -3’
rs11136000 T>C
R: 5 -ATG GAG TTT CAC CAT GTT AGC C-3’




{3" Forward Primer 3°

)
217021 33ALACARAA ALLAQGLOOL.
)

(3" Reverss Primer 57

Sekil 3. 1. CLU genine ait baz dizisi (National Center for Biotechnology Information
(NCBI))



31

Tablo 3. 4. CLU geninin rs11136000 T>C bolgesindeki polimorfizminin

belirlenmesinde kullanilan PZR karigimi

No PZR Bileseni pl/Tiip
1 Steril distile su 17 ul

2 PZR Buffer 2,5ul
3 MgCI2 1,5 ul
4 dNTP Mix 0.3 ul
5 Primer F 0,8 ul
6 Primer R 0,8 ul
7 Taq Polimeraz 0,2 ul
8 Genomik DNA 2 ul

Tablo 3. 5. CLU geninin rs11136000 T>C bolgesindeki polimorfizminin

belirlenmesinde kullanilan PZR programi

Program Tiirii Derece Zaman Dongii sayis1
[k Denatiirasyon 94 °C 5dk 1
Denatiirasyon 94 °C 1dk

Baglanma 60 °C 1 dk 33

Uzama 72°C 1 dk
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Final uzama 72°C 5 dk 1

Tablo 3. 6. CLU geninin rs11136000 T>C bolgesindeki polimorfizminin

belirlenmesinde kullanilan RFLP karigimi

RFLP Karisim Ozellikleri Miktar

Xapl enzimi 0,5ul

5 RIAATT Y 3

3 Y TTAATR ¥

FD Green Buffer 2ul

H20 spl

PCR iiriinii 10l
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4. BULGULAR

4.1. DEMOGRAFIK ve KLINiK BULGULAR

Calismaya 100 adet hasta (% 61.0 erkek ve %39.0 kadin) ve 100 adet kontrol
(%47.00 erkek ve %53.00 kadin) toplam 200 birey dahil edilmistir. Calismaya dahil
olan PEX hastalikli grubunun yas ortalamas 71.10+11.48, kontrol grubundaki bireylerin
yas ortalamasi ise 54.74+12.32 olarak bulunmustur.

Calismaya dahil edilen PEX hastalar1 ve kontrol grubunun cinsiyet, yas,
hastalikli g6z ve gbz tansiyonuna ait istatistiksel bulgular Tablo 4.1.de ve grafikleri

Sekil 4.1.de verilmistir.

Tablo 4. 1. Caligmaya dahil edilen PEX hastalar1 ve kontrol grubundaki bireylerin

istatistiksel bulgular

Ozellik PEX Hasta Grubu Kontrol Grubu
(n=100) (n=100)
Cinsiyet, n
Kadin 39 (%39) 53(%53)
Erkek 61 (%61) 47(%A4T)
Yas Ortalamasi (y1l) 71.10+£11.48 54.74+12.32
Go6z Tansiyonu(mmHg)
Sag Goz 17.59+6.81
Sol Goz 21.76+13.96
Hastalik
Goz, n(%)
Unilateral 80.4 (%80.4)

Bilateral 19.6 (%19.6)




70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

CLU Geni rs11136000 Cinsiyet Dagilimi

7%

M Pex Glokom Hastalari

m Saglikl Kontroller

kadin erkek

Sekil 4. 1. Hasta ve kontrol grubu cinsiyet dagilim1

4.2. GENOTIPLEME SONUCLARI
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Hasta ve kontrol grubuna ait genomik DNA Orneklerinden CLU geninin

rs11136000 SNP’sine 6zgii primerler kullanilarak PZR metodu ile genotipleri tespit

edildi. PEX hasta ve kontrol grubunun CLU geni genotip ve allel dagiligimi Tablo

4.2.de gosterilmektedir. PEX hastalarinda CLU geni rs11136000 polimofizmine ait

genotip dagilimi; 100 hastanin 40’inda CC (%40), 55’inde CT (%55) ve 5’inde TT (%5)

olarak belirlendi. 100 bireyden olusan kontrol grubunun ise 26’siin CC (%26), 67’sinin

CT (%67) ve 7’sinin TT (%7) genotipine sahip oldugu belirlendi. Homozigot CC

genotipinin hastalarda, kontrole oranla fazla oldugu goériilmustiir (p= 0.035).



Tablo 4. 2. PEX hasta ve kontrol grubunun CLU geni genotip ve allel dagilim1

Gen Hasta Grubu Kontrol P OR (CI 95%)
n=100 Grubu
n=100
CLU
Genotipler
CcC 40 (40 %) 26 (26 %)
CT 55 (55 %) 67 (67 %) 0.106
TT 5 (5 %) 7 (7 %)
CC:.CT+TT 40:60 26:74 0.035 1,89(1.04-3.48)
Alleller
C 135 (67.50 %) 119 (59.5 %) 0.09 1.41(0.94-2.13)
T 65 (32.50 %) 81 (40.5 %)
CLU Geni rs11136000 Polimorfizmi
Genotip Dagilimi
67
70
o 55
50 A0
40 B PEXG Hastalari
6
30 B Saglikli Kontroller
20 ,
10 o
0 . .
cT CcC T

Sekil 4. 2. CLU geni rs11136000 poliformizminin hasta ve kontrollerdeki genotip

rs11136000 poliformizmi i¢in hasta ve kontrollerdeki allel siklikliklart
karsilastirildiginda, PEX hasta grubunda C alleli frekansiin %67,5; T alleli

frekansininin ise %32,5 oldugu; kontrol grubunda ise C allelinin %59.5; T allelinin

dagilimi
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%40.5 olarak goriildiigii belirlendi. Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip
dagilimlar (Sekil 4.2) ve allel dagilimlar (Sekil 4.3) istatistik agisindan anlamli bir fark
bulunmadi. CLU geninin rs11136000 polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PZR

tirtinlerinin %3'liik agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 4.4.de gosterilmistir.

CLU Genirs11136000 Poliformizmi
Allel Dagilimi

67,5%

70,0% -
60,0% -

50,0% -
A00% - B PEXG Hastalari

i
]
i
R

30,0% - m Saghkh Kontroller
20,0% -
10,0% -
0,0%

Sekil 4. 3. CLU geni rs11136000 poliformizminin hasta ve kontrollerde allel dagilimi

4.3. CLU GEN POLIMORFIZMINDE UYGULANAN (PZR) ANALIZi

259bp

Sekil 4. 4. CLU geninin rs11136000 polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PZR

tirtinlerinin %3'liik agaroz jeldeki goriintiisii (Marker:pUC19).
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4.4. CLU GEN POLIMORFIZMINDE UYGULANAN (RFLP) ANALIZi

CLU geninin rs11136000 polimorfizmi igeren baz ciftlik bdlgesi Tablo 3.4.de
verilen PZR karisimina Tablo 3.5.de verilen PZR programina goére gogaltildiktan sonra
Xapl restriksiyon enzimi ile 37 °C de iki saat kesime birakilmustir. Kesim sonucunu 100
ml 1X TBE tamponu icerisinde %3’liikk (2 agaroz ve 1 nusive agaroz) olarak
hazirlanmis jel igerisinde 130 V’da 23 dk yiiriitiildi ve UV’de incelendi.

Kesim sonuglar1 beklendigi gibi homozigot TT bireylerde 169 ve 90 baz ¢iftlik
DNA parcalari, heterozigot TC bireylerde 259,169,90 baz ciftlik DNA pargalar1 ve
homozigot CC bireylerde ise 259 baz ciftlik DNA pargalari halinde gdzlendi. inceleme

sonunda elde edilen goriintli Sekil 4.5.de verilmistir.

259 bp

169 bp —

90 bp «

Sekil 4. 5. CLU geninin rs11136000 polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PZR
iirtinlerinin Xapl enzimi ile kesilmesi sonucu olusan kesim iirtinlerinin %3'liik niisivli

agaroz jeldeki goriintiisii.

4.5. ISTATISTIKSEL BULGULAR

Istatistiksel ~degerlendirmeler, SPSS 20.0° istatistik yazilim programi

kullanilarak yapildi. CLU genine ait rs11136000 bolgelerinde goriilen tek niikleotid
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polimorfizmleri ile genotipleri ve allellerinin gruplara gore dagilimlarinin analizleri i¢in
kikare yontemi kullanildi. Degerler ortalama = standart sapma (SS) olarak verildi.
p<0,05 olan degerler anlamli olarak degerlendirildi. Calismada incelenen CLU genine
ait polimorfik bolgelerin genotipleri ii¢ grup halinde siniflandirildi. Calismamizda, CLU
genine ait kromozom {iizerindeki yerlerine gore sirasiyla rs11136000 polimorfizminin

analizi yapildiktan sonra istatistiksel olarak degerlendirildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

PEX; baslica pupilla kenar1 ve lens 6n kapsiiliinde olmak {izere, irido-korneal
ac1, siliyer cisim ve zoniiller, 6n hyaloid yiiz, trabekiiler ag, kornea endoteli, kapak
konjonktivas1 gibi gozigi ve gozdisi yapilarda grimsi-beyaz renkli, kepek benzeri
fibriller ekstraselliiler bir materyalin iiretilmesi ve progresif birikimi ile karekterize,
siklig1 yasla birlikte artan bir hastaliktir (Schlotzer ve ark.’lari, 2006).

PEX’in goriilme sikligiyla ilgili birgok calisma yapilmistir. Bunlarin ¢ogunda
PEX sikliginda yas ile birlikte artis oldugu gosterilmistir. Yunanistan’da 2009°da
yapilan calismada, altincit dekatta %1.2 olan PEX prevalansinin, seksenli yaslarda
%34’e ¢iktig1 bildirilmistir (Andrikopoulos ve ark.’lari, 2009). Amerika’da 1982°de
yapilan baska bir calismada, 52-64 yaslarinda % 0.67, 65-74 yaslarinda % 2.6 ve 78-85
yaslarinda ise %5 siklikta PEX goriildiigii izlenmistir (Hiller ve ark.’lari, 1982).

Ulkemizde yapilan psddoeksfolyasyon prevalansi ile ilgili ¢aligmalarda ise; 50
yas lizeri popiilasyonda, Kasim ve ark.’lar1 2013’de yapilan ¢alismada %12 oraninda
PEX bildirmistir (Kasim ve ark.’lar1, 2013). Yalaz ve ark.’lar1 Cukurova bolgesinde 60
yas lizeri kisileri kapsayan g¢alismasinda PEX sikligim1 %11.2 olarak bulmus ve bu
olgularin %88.1'inde kataraktin eslik ettigini tespit etmistir (Yalaz ve ark.’lari, 1992).
Irkin etkisi, cografik kosullarda popiilasyonda gozlenme siklig1 degismektedir. Giiney
Louisiana’daki Hammer ve ark’lariin yaptigi PEX ¢alismasinda siyahlarda %0.3 iken;
beyazlarda %2 olarak bulunmustur (Hammer ve ark.’lari, 2001). Yiikseklik ve
ultraviyole 1518a maruziyetin PEX sikligini arttirdigr diisiiniillmektedir, ancak kesin bir

sonu¢ bulunamamistir. Bu farkli sonuglar incelenen popiilasyonun yas ve cinsiyet
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dagiliminin degisken olmasina ve inceleme tekniklerinin farkli olmasina baglanmistir
(Hiller ve ark.’lar1, 1982).

Yas PEX’in goriilme sikliginda 6nemli bir faktordiir. Forsius ve ark.’lar1 (2002)
yaptig1 calismada 50 yastan sonra insidansin her dekatda iki kat arttigini bildirmistir.
Ozer ve ark.’lar1 (2007) yaptiklar1 ¢alismada PEX’li olgularin yas ortalamasini 6244 yil
olarak bildirmislerdir. Jonas ve ark.’lar1 1997°de PEX’li olgularin yas ortalamasini
73.29£13.27 yil olarak bulmuslardir. Drolsum ve ark.’lar1 1998 yilinda 1197 hasta
tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada PEX’li hastalarda ortalama yasi 80+6 yil olarak
bulmuslardir. Jeng ve ark.’lar1 (2007) yilinda, 142 PEX’li olguda yaptiklar1 ¢calismada
ortalama yas1 7310 yil olarak bildirmislerdir. Aygen ve ark.’lar1 (2005)’de yaptiklar
calisgmada PEX grubunun yas ortalamasini 64.2+5 yil olarak bulmuslardir. Lajja ve
ark.’lar1 (2001) yilinda, yas ortalamasinit 7146 yil olarak bildirmiglerdir. Lumme ve
ark.’larinin (1993)’de yaptiklar1 ¢alismada PEX'li grupta 60 yasindan geng hastaya
rastlamadiklarin1 bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda PEX hastalarinin yas ortalamasi
71.10+11.48 olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise bu yas ortalamasi hasta
grubuna gore daha diistiktii ve yas ortalamasi 54.74+12.32 olarak bulunmustur. Yapilan
labaratuvar sonuglarina gore istatiksel olarak 70 yas lizerinden PEX hastaliginin daha
goriilme sikliginda ciddi artis oldugu sonucuna varilabilmektedir. Bizim calismamizda
Jonas ve ark.’lar1, Jeng ve ark.’lari, Lajja ve ark.’lar1 ile uyum gostermektedir (Lumme
ve ark.’lar1, 1993, Drolsum ve ark.’lar1, 1994, Jonas ve ark.’lar1, 1997, Lajja ve ark.’lari,
2001, Aygen ve ark.’lar1, 2005, Jeng ve ark.’lar1, 2007 , Ozer ve ark.’lar1, 2007).

Calismamizda PEX hasta ve kontrol grubu arasinda CLU polimorfizm allel ve
genotip dagilimlar1 agisindan anlamli fark saptanmamistir (p>0.05). Schlbtzer-

Schrehardt ve ark.’larinin (2006) yilinda PEX’1i kadavra gbzlerinden alinan silier cisim
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orneklerinde CLU ekspresyonunun azaldigini bildirmesine ve Khan ve ark.’larinin
(2010) yilinda lens kapsiil érneklerinde CLU ekspresyonunda azalmay1 PEX’1i gozlerde
saptaylp glokom olmayan PEX’li gozlerde saptamamalarina ve bu sonuglarin CLU
ekspresyonu ve direkt PEX arasinda iliski varligina isaret etmesine ragmen bizim
calismamizda oldugu gibi CLU polimorfizmlerinin allellik ve genotipik dagilimlarinda
iki grup arasinda fark saptanmistir. Ayrica yine yapilan ¢alismalarda PEX’in unilateral
veya bilateral olarak goriilmesi gibi fenotipik farkliliklar1 ayirt etmede de bu
polimorfizmler etkili bulunmamistir (Rautenbach ve ark.’lari, 2011, Sagong ve ark’lart,
2011, Micheal ve ark.’lari, 2012). Genotip ile korele okiiler CLU ekspresyonunu
inceleyen bir calismada PEX’in erken donemlerinde CLU diizeyinin genotiplerden
bagimsiz arttigi ancak hastaligin ilerlemesiyle birlikte CLU ekspresyonunun yine
genotipten bagimsiz bir sekilde azaldig1 saptanmistir (Kuhlenbaumer ve ark.’lari, 2007).
Bu sonuglar CLU’deki genotipik farkliliklarinin PEX baslangicinda etkili bir faktor
olabilecegini ancak diger fenotipik Ozellikler konusunda farkli genetik ve g¢evresel
faktorlerin etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

PEX’in siklikla gozde tek tarafli olarak gorildigi bildirilmistir. Tant aninda,
hastalarin %27°si ile %76’sinda tek goézde eksfoliasyon materyalinin bulundugu rapor
edilmistir (Kozobolis ve ark.’lari, 1997, Mitchell ark.’lar1, 1999, Arvind ve ark.’lari,
2003). Bununla birlikte, yapilan uzun dénem bir ¢alismada, hastalarin %13’iinde
ilerleyen yasla birlikte PEX’ in her iki g6zde de ortaya ¢iktigi gorilmiistir (Roth ve
ark.’s1, 1980). Bizim c¢alismamizda hastalarimizda PEX’in siklikla tek gozde oldugu
gorilmiistiir. Muayene sirasinda hastalarda PEX’in sag gozde goriilme oran1 17.59+6.81
ve PEX’in sol gozde goriilme oran1 21.76+13.96 olarak tespit edilmistir. Ancak yasa

bagli olarak hastalarin ¢alismamizda her iki géziinde de hastaligin olma oram1 %19.6
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olarak bulunmustur. Istatistiksel sonuca gére 70 yas ve iizeri hastalar i¢in her iki gdzde
de PEX hastaliginin rastlanma oranmin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.
Calismamizda tek gozde PEX hastalifinin olma olasiligi daha yiiksek c¢iktigi
goriilmektedir. Tek gézde(unilateral) goriilme olasiligi %80.4 iken, iki gbzde (bilateral)
goriilme olasig1 ise %19.6 tiir.

Cinsiyete gore PEX dagilimiyla ilgili yapilan g¢alismalarda, kesin bir goriis
birligi saglanamamustir. Erkeklerde kadinlara gore daha sik goriildiiglinii gosteren
caligmalar oldugu gibi (Aasved H., 1975) bunun tam tersini belirten yayinlar da
olmustur (Arnarsson AM., 2009) Yalaz ve ark.’lar1 (1992)’de yaptig1 calismada PEX’le
cinsiyet farki olmadigini bildirmistir (Yalaz ve ark.’lari, 1992). Bu sonuglar 1s1ginda
bizim yapmis oldugumuz labaratuvar ¢alismalar1 sonucunda erkek hastalarin %61 PEX
hastalig1 goriilirken %39 kadin hastalarda goriilme olarak ifade edilebilir. Ancak
yapilan aragtirmada daha fazla hasta ve kontrol grubu ile ¢alisildiginda bu cinsiyete gore
hastaligin goriilme orani degisebilecegi diisliniilmektedir. Her iki cinsiyete de hastalik
etki etmektedir.

CLU genotipleri ve PEX iligkisi genis ¢apta arastirilmamakla birlikte farkli
populasyonlarda calisilmistir ve iliskinin varligina yonelik birbiriyle celisen sonuglar
elde edilmistir. PEX etiyopatogenezine yonelik ¢alismalara baktigimizda PEX ger¢ek
bir amiloidozis olmamakla birlikte bu grup hastaliklarla bir takim benzer 6zelliklere
sahiptir: PEX’li hastalarin akoz hiimorlerinde Kongo kirmizisi ile boyanan materyal ve
amiloid-B  peptid saptanmustir (Berlau ve ark.’lari, 2001) ,Amiloid-P ve
apolipoproteinler PEX fibrilleri ile iliskili bulunmustur (Li ve ark.’lari, 1989) ve PEX
depozitlerinde APOE saptanmistir (Sharma ve ark.’lari, 2009). Bu benzer o6zelliklerin

yani sira Alzheimer hastaligi ve PEX arasinda kontrol islemlerinde ortak yonlerinin de
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oldugu saptanmistir (Linner ve ark.’lar1, 2001). PEX ve APOE genotiplerinin arasindaki
benzerliklere yonelik ilk c¢alisma Tiirkiye’den Yilmaz ve ark.’larmin (2005)’de
Mersin’den yaptiklar1 ¢alismadir (Yilmaz ve ark.’lari, 2005). Bu c¢alismada PEX
grubuna 76 kontrol grubuna ise 74 olgu dahil edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda PEX
hastalig1 ile iliskisinin oldugu bulunmustur. Bunun disinda Italya dan 209 hasta ve 190
kontrol, Almanya’dan 661 hasta ve 342 kontrolun katildig1 ¢alismada (Krumbiegel ve
ark.’lar1, 2010) ve yine Norvegten yapilan bir ¢alismada (Saverio ve ark.’lari, 2000)
benzer bir iligki tespit edilmemistir. Burdon ve ark.’larin yapmis oldugu ¢alismada PEX
‘de CLU geninin genetik analizi {izerine yapmis oldugu ¢alismada CLU SNP’si genotip
seviyesi (p=0.044) PEX ile seviyesi normal iliskidedir ve yas araligi 73 yas iizerinde
stnirhidir (Scaltriti ve ark.’lar1, 2004).

Bizim calismamizda da hasta grubunda C alleli pexli kisilerde fazla oldugu,
kontrol grubunda T alleli fazla oldugu saptanmistir. Buna gore C alleli fazla olan
bireyde PEX hastalig1 goriilme riski fazladir. T alleli fazla olan bireyde PEX goriilme
siklig1 azdir diyebiliriz. PEX ile C alleli arasinda paralellik gostermektedir. Boylellikle
CLU geni ile C alleli arasinda uyum oldugu s6ylenebilr. Padhy ve ark.’lar1 Hindistan da
2014 yilinda yaptig1 ¢alismada 136 PEX’li hastalar ile 89 kontrol grubu calisilmistir
(Padhy ve ark.’lari, 2014). Burada PEX hastaligi ile rs2279590 arasindaki iligskiye
bakilmistir ve ¢ikan sonuclara gore p degeri 0.0004 olarak iliskilendirilmistir. Yiiksek
riskli alellerde “G” mRna expressionu CLU geni iizerinde etkili oldugu sonucuna
varilmistir. Burada “AA” genotipli bireylerin karsilastirilmasinda “GG” genotipli
bireylerde CLU geni oraninin iki kat1 oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada yas ve
cinsiyet arasinda giiclii bir iligkinin bulundugu tespit edilmis ve CLU geninin PEX

sendorumu ile yiiksek iligkisi oldugu tespit edilmistir.
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Calismamizda unilateral gézde PEX hastaliginin olma olasiligi daha yiiksek
ciktig1 gorilmektedir. Yas ilerledikge PEX hastaliginin bilateral gézde goriilme sikligi
artmaktadir. Tek gozde(unilateral) goriilme olasiligr %80,4 iken, iki gbézde (bilateral)
goriilme olasigr ise %19,6’dir. Calismamizdaki hastalar 70 yas ve lizerindedir. Genel
ortalamamiz yagla birlikte PEX hastaliginin artigt yoniinde sonug¢ vermistir.
Calismamizda yasla birlikte iki gézde de PEX hastaliginin ortaya ¢ikma olasiligi
artmistir, ancak tani ve tedavi yontemi ve kullanilan ilacla g6z tansiyonu diistiriilmiistiir.
Yasla artig1 sdyledigimiz i¢in iki gdzde de basincin artmasi gerekirken ilag tedavisi ve
operasyonla goz tansiyonu azalmistir. Genel olarak hastalarda Latanoprost ve Timolol
adli ila¢ etken maddeleri kullanilmaktadir. Bu iki madde artmis intraokiiler basinci
farkli etki mekanizmalariyla disiiriir ve her iki etkinin birlesmesi sonucunda,
intraokiiler basin¢ta maddelerden biriyle tek basina elde edilebilenden daha fazla bir
basing diismesi saglanabildigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, hastalarda %40 CC, %55 CT, %5 TT iken kontrol grubunda %26
CC, %67 CT, %7 TT gikmustir. Istatistiksel anlamli olmamasina ragmen hasta grubunda
C alleli sikliginda biiyiik bir fark ¢iktigi ve C allelinin daha fazla gériildigi gozlendi.
Kontrol grubunda ise T allelinin daha fazla goriildiigiinii sdyleyebiliriz. Buna goére C
alleleri olan kisilerde hastaligin goériilme olasiligi daha fazla, T alleleri bulunan da ise
hasta olma ihtimali ¢ok az goriilmektedir. Bu veriler 15181inda hastalik ile C alleli varligi
paralellik gdéstermektedir. Homozigot CC genotipinin hastalarda daha fazla goriiliirken
kontrollerde daha az goriilmiistiir. Bu degerlendirmeler sonucunda CLU geninin
rs11136000 polimorfizmiyle PEX hastaligi arasinda anlamli bir baglanti tespit edilmistir
(p=0.035). Gen polimorfizmi ¢alismalarinda ¢alisilan hasta ve kontrol sayilar1 yetersiz

kalmaktadir. Sonuglarin daha anlamli sekilde yorumlanabilmesi ve literatiire katkis1 i¢in
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farkl1 ve genis poplilasyonlarda yapilarak bulgularimizin bu hastalikla baglantisinin

degerlendirilebilecegini diisiinmekteyiz.
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