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OZET
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GOZYASI VE AKOZ SEVIYELERI ARASINDAKI ILISKININ INCELENMESI
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Psédoeksfoliasyon sendromu (PES) géz dokularinda anormal fibriler materyallerin
tiretilmesi ve birikmesi ile karakterize bir hiicre dis1 matriks hastalifidir. Bazi
durumlarda psoddoeksfoliyatif materyal birikmesi sonucu akdz humor sivisinin
drenajin1 saglayan kanallarin tikanarak goz i¢i basincinin artip optik sinire zarar
vermesine ve glokom (PEG) olugsmasina neden olur. PEG gérme alaninda daralmaya
ve sonunda tam gérme kaybina neden olabilir ve bu durumun tedavisi yoktur. PES’in
patofizyolojisinde elastik mikrofibrillerin fazla {iretilmesi 6nemli yer tutmaktadir. Bu
nedenle biiylime faktorlerinin patofizyolojide rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir. PES’de
TGF-B1’in normalden yiiksek seviyelerde ifade edildigi goriilmiistiir ve CTGF ifadesi
TGFB tarafindan indiiklendigi i¢in PES patofizyolojisinde CTGF’nin rolii olabilecegi
diigiiniilmiistiir. Bu nedenle CTGF ifade seviyelerini etkiledigi diisiliniilen
rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs9402373C/G, rs12526196T/C polimorfizmlerinin ve
gbzyasi ile akdzdeki CTGF konsantrasyonlarinin ¢alisilmasi, bunlarin hem birbirleri
ile hem de PEG ve PES ile iligkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir. 213 PEG, 214 PES

ve 215 kontroliin kan 6rnekleri ve bu kisilerin bir kisminin gozyasi ve akoz 6rnekleri
\Y%



Saglik Bilimleri Universitesi, Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi, Goz
Hastaliklar1 ABD (Ankara) tarafindan toplanmistir. Genotipleme analizlerinde
rs6918698G/C ve 1s9399005C/T i¢in PCR-RFLP, rs9402373C/G ve rs12526196T/C
icin es zamanli PCR yontemleri kullanilmistir. Gozyas1 ve akdzdeki total protein
konsantrasyonlar1 Bradford assay yontemi ile, CTGF konsantrasyonlar1 ise ELISA
metodu ile belirlenmistir. Yapilan lojistik regresyon analizine goére PEG ile erkek
olmak 1.8 kat iliskili ¢ikmistir. Calismadaki polimorfizmlerin genotiplerinin tEK
2aglarina PEG ya da PES ile anlamli bir iligkisi bulunmamistir. Ancak dort
polimorfizmin her biri i¢in genotipleme ¢alismalar1 Tiirk toplumunda ilk kez yapilmis
ve alel frekanslari belirtilmistir. ikili ve {i¢lii SNP genotip kombinasyonlarinin PEG,
PES ve kontrol gruplarinda goriilme frekanslarina goére yapilan analizlerin sonucunda
baz1 genotip kombinasyonlarmin PES ve PEG i¢in riskli ya da koruyucu etkiye sahip
olabilecekleri goriilmistiir. Gozyas1 ve akozdeki total protein konsantrasyonlart PEG
grubunda, PES ve kontrollere gore anlamli seviyede yliksek bulunmustur. Gozyasi
CTGF konsantrasyonunun PEG ve PES hastalarinda kontrollerden anlamli derecede
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Gozyas1 ve akozdeki CTGF konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein i¢indeki CTGF orani ile SNP bolgeleri arasinda
korelasyon goriilmemistir. Ayn1 zamanda bu parametreler i¢cin gozyasi ve akdz
arasinda da bir korelasyon goriilmemistir. CTGF rs6918698G/C, rs12526196T/C,
rs9402373C/G polimorfizmleri ve gozyasinda CTGF konsantrasyonunun PES ve PEG
ile iliskisi ilk kez bu calismada ele alinmistir ve bundan sonra yapilacak calismalar
yonlendirebilecek 6neme sahiptir. Bu ¢aligmada diinyada ya da Tiirkiye’de ilk kez
calisilmis iliskiler yer almaktadir ve bunlardan elde edilmis veriler biyoinformatik
alaninda degere sahiptir. Ayn1 zamanda ¢alismada bulunan iligkilerden yola ¢ikilarak
PES ve PEG teshisi igin kullanilabilecek biyobelirtegler bulunabilir, bunlara yonelik
tan1 laboratuvarlarinda kullanilmak iizere cihazlar gelistirilebilir. Bu g¢alisma bu
yonleriyle biyomedikal miihendisligine katki saglamis bir proje niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Psdodoeksfoliasyon, Glokom, Bag doku biiyiime faktorii, CTGF,

Genetik, Polimorfizm, rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs9402373C/G,
rs12526196T/C
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Pseudoexfoliation syndrome (PES) is an extracellular matrix disease characterized by
the production and accumulation of abnormal fibrillary materials in ocular tissues. As
a result of the accumulation of pseudoexfoliative material, channels for the drainage
of aqueous humor fluid is blocked. This causes intraocular pressure to increase,
damages the optic nerve and causes glaucoma (PEG) to appear. PEG can cause
complete loss of vision, and this condition has no treatment. The over production of
elastic micro fibrils is thought to be an important part of the pathophysiology of PES.
For this reason, it is thought that growth factors may have an important role in
pathophysiology. It has been shown that TGF-B1 is expressed at higher levels in PES
than controls and since CTGF expression is induced by TGFp, it was thought that
CTGF may play a role in PES pathophysiology. Therefore, it was aimed to examine
the CTGF polymorphisms rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs9402373C/G,
rs12526196T/C, which are thought to be affecting expression levels of CTGF.
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Moreover to measure the CTGF concentrations in tear and aqueous humor to
investigate the relations with polymorphisms, and to be able to differentiate PEG and
PES was another purpose. Blood samples from 213 PEG, 214 PEG and 215 controls,
also tear and aqueous humor samples of some of these people were collected by
University of Health Sciences, Giilhane Training and Research Hospital,
Ophthalmology Unit, Ankara, Turkey. PCR-RFLP method was used for genotyping of
rs6918698G/C and rs9399005C/T while real-time PCR method was used for
rs9402373C/G and rs12526196T/C. Total protein concentrations were determined by
Bradford assay and CTGF concentrations by ELISA method in tear and aqueous
humor samples. According to the logistic regression analysis, being male was 1.8 times
related to PEG. The genotypes of the studied polymorphisms did not have a significant
association with PEG or PES alone. However, genotyping studies for each of the four
polymorphisms were made for the first time in Turkish population and the allele
frequencies were determined. As a result of analysis of the combinations of double and
triple SNP genotypes according to the frequencies seen in PEG, PES and control
groups, it has been seen that some genotype combinations may have risky or protective
effect for PES or PEG. Total protein concentrations in the tear and aqueous solution
were significantly higher in the PEG group than in the PES and controls. The tear
CTGF concentration in PEG and PES patients was found to be significantly higher
than the controls. There was no correlation between genetic polymorphisms and tear
or aqueous humor CTGF concentrations, total protein concentrations, and CTGF ratio
in total protein. There was also no correlation between tear and aqueous humor for
these parameters. In this study, many parameters investigated in relation to PES and
PEG, such as rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs9402373C/G and CTGF concentration
in tear, have been dealt with for the first time and the outputs can guide the future
studies. In this study, there were relationships investigated for the first time in the
world or Turkey, and the data obtained has a value in bioinformatics. At the same time,
biomarkers that could be used for PES and PEG diagnosis can be found and devices
can be developed for use in diagnostic laboratories directed to these biomarkers. This

project contributes to biomedical engineering with these aspects.

Keywords: Pseudoexfoliation, Glaucoma, Connective tissue growth factor, Genetic,
Polymorphism, rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs9402373C/G, rs12526196T/C
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TESEKKUR

Bu ¢alisma bir ¢ok kisinin destegi ve yardimlari ile bu hale gelebilmistir. Oncelikle
bana kendi grubunda yer vererek bu firsati saglayan ve birlikte calismaya basladigimiz
giinden beri degerli yardim ve katkilartyla beni yonlendiren danigman hocam Dog. Dr.
Birsen Can Demirdogen’e ¢ok tesekkiir ederim. Tecriibeleri, bilgisi, sabri ve bilime

bakis agisi ile akademik ¢alisma hayatini benimsememdeki etkisi biiyiiktiir.

Calisma i¢in goniillii bulma ve numunelerin toplanmasi konusunda yardimlarini

esirgemeyen Dog. Dr. Tarkan Mumcuoglu’na ve Dr. Ogretim Uyesi Gokhan Ozge’ye,

Giizel bir laboratuvarda ve ortamda ¢alisma imkani1 sunarak ve burs vererek beni

destekleyen degerli TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi ailesine,
Sayin tez savunma jiiri tiyelerim Prof. Dr. Orhan Adali ve Prof. Dr. Mehmet Mutlu’ya,

Calistigim projeye (115S360) ve yiiksek lisans 6grenimim sirasinda bana sagladig
maddi destek icin TUBITAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tesekkiirlerimin en biiyiigiinii hem arkadagim hem laboratuvar partnerim olan bu
projenin i¢inde bulunmama 6n ayak olarak bana diisiindiigiimden cok farkli bir
gelecegin kapisini aralayan, c¢alismalar esnasinda hem fiziksel hem de manevi
destegini hicbir zaman esirgemeyen sevgili arkadasim Sinem Demirkaya Budak’a

gonderiyorum.

Aragtirma hayatimin zorluklarini katlanilabilir kilan, uzakta olsalar da kriz anlarinda
sakinlesip kafami toparlamami ve devam edebilmemi saglayan, maddi manevi
desteklerini ve iyi dileklerini her zaman yanimda hissettigim ve bana olan giivenlerini
her daim gosteren biricik annem ve babama, fikirleri ile degisik bakis agilar
kazanmami saglayan kardesim Umut’a her sey i¢in tesekkiir ederim. Yasadigim tiim
sikintilart her daim yanimda olarak benimle birlikte sirtlayan sevgili Selguk’a en 6zel
tesekkiirlerimi sunuyorum. Bana olan inanc1 ve gozlerindeki pirilti kendimi her daim

bir adim ileri tasgtmamda en biiyiik motivasyon kaynagim oldu.
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1 GIRIS
1.1 Psodoeksfoliasyon Sendromu ve Psodoeksfoliyatif Glokom

Psodoeksfoliasyon Sendromu (PES) korliige neden olabilecek, yasa bagli olarak
gelisen oldukga ciddi bir hastaliktir. Bu hastalikta g6z dokularinin hiicre dist
matriksinde lifsi materyallerin birikimi gerceklesir. Psddoeksfoliasyon birikiminin
g0zlin 6n segmentindeki tiim dokular1 tutmasinin yaninda lens epiteli, trabekiiler ag,
iris, silier proses, konjonktiva ve periokiiler dokularin da bu lifsi materyali igerdigi
gosterilmistir (Richardson ve dig., 1981; Schlotzer ve dig., 1991). PES sistemik bir
hastaliktir ¢linkii g6z dokularinda ger¢eklesen madde birikimi deri, aort, beyin, kalp,
bobrek gibi birgok dokuda da gozlenmektedir (Schldtzer-Schrehardt ve dig., 1992;
Streeten ve dig., 1992). Epidemiyolojik ¢aligmalara gére PES; koroner damar
hastaliklar1 (Andrikopoulos ve dig., 2009; Citirik ve dig., 2007; Demir ve dig., 2011;
Mitchell ve dig., 1997; Wang ve dig., 2014), hipertansiyon (Katsi ve dig., 2013),
serebrovaskiiler hastaliklar (Repo ve dig., 1995; Ritland ve dig., 2004; Yuksel ve dig.,
2006), abdominal aortik anevrizma (Djordevic-Jocic ve dig., 2012; Schumacher ve
dig., 2001), periferal vaskiiler hastaliklar (Praveen ve dig., 2011), renal arter stenozu
(Gonen ve dig., 2013), erektil fonksiyon bozukluklar1 (Gokge ve Gokege, 2015),
Alzheimer benzeri demans (Linner ve dig., 2001; Cumurcu ve dig., 2013), sensorindral
duyma kayb1 (Cahill ve dig., 2002; Yazdani ve dig., 2008) ve pelvik organ prolapsusu
(Wirostko ve dig., 2016) gibi hastaliklarin riskini de artirmaktadir.

Psodoeksfoliasyon birikimi géorme kaybi baglayana dek birey tarafindan farkedilemez,
ancak uzman bir g6z hekimi tarafindan biyomikroskop ile muayene edilirse tespit
edilebilir. Lens flizerinde ve pupil kenarinda depolanan beyaz-gri renkli
psodoeksfoliasyon materyalinin goriilmesi en dnemli tan1 kriteridir (Sekil 1.1). Bireyin

goriis alaninda daralma hissettirecek sekilde ilerlemis olan birikimin tedavisi yoktur.

Klinik olarak kullanilmaya baglanmis olmasa da yakin zamanda Gilingor ve ekibi

tarafindan tek gozii PES’li tek gozii saglikli bireylerde yapilan arastirmada, saglikli
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gbzde alt agida pigmentasyon ve Sampaolesi ¢izgisi goriilmesi PES ile iliskili erken

bulgular olarak saptanmistir (Giingor, 2017).

Sekil 1.1 : Lens tlizerinde psddoeksfoliasyon gortiniimii ( Yiiksel, 2015).

PES ilk olarak 1917 yilinda Lindberg tarafindan tanimlanmistir ve su an tiim diinyada
yaygin bir géz hastaligidir. Yapilan caligmalar sonucu psddoeksfoliyatif materyal
birikiminin ve toplumda PES goriilme sikliginin yasa bagl olarak arttig1 goriilmistiir
(Mitchell ve dig., 1999). Ancak farkli topluluklarda degisik sikliklarda goriildiigi
belirlenmistir (Ringvold ve dig., 1999). Bu hastaligin goriilme siklig1 cografik, etnik
ve 1rksal varyasyon gostermektedir. Eskimolar ve Hintliler arasinda, Almanya,
Ingiltere, Avusturya, Japonya, Danimarka ve Isvigre’de PES goriilme siklig1 70 yas
{istii kisilerde %6°nim altinda kalacak kadar diisiiktiir. Ote yandan Izlanda, Finlandiya,
Rusya, Tunus, Suudi Arabistan, Isve¢, Norveg, Yunanistan ve Tiirkiye’de PES
goriilme siklig1 genellikle %15’in tistiindedir (Forsius, 1988; Ringvold, 1999).

Tiirkiye’de PES goriilme orani 40 yas iizerinde %11.3 (Iskeleli, 1978), 50 yas iizerinde
%18.2 (Orgen, 1949), Ankara’da 40 yas iizerinde %12.8 (irkec, 1979), Karadeniz
bolgesinde %16.5 (Arntiirk ve dig., 2005), Orta Karadeniz’de %12.2 (Cumurcu ve dig.,
2010), Dogu Akdeniz bolgesinde 60 yas iistiinde %11.2 (Yalaz ve dig., 1992),
Istanbul’da %11 (Alpay ve dig., 1989) olarak tespit edilmistir.

Goz, 6n ve arka segment olarak iki boliimden olusur (Sekil 1.2). Bu iki boliimii
birbirinden ayiran ise lenstir. On segment de yine iki boliimden olusur; bunlar 6n ve

arka kamaradir. Bu iki boliimii iris dedigimiz goziin renkli tabakasi ayirir. On



kamaranin Oniinde kornea bulunur. Bu boliim akéz denilen su gibi bir sivi ile
doludur. Akéz sivist olarak bilinen g6z igi sivist lensin baglanti noktalarinin
yakinindaki silier cisimden salgilanir, lensin 6n yiizeyinden akarak 6n kamaraya gelir.
Burada lens ve korneanin beslenmesinde gérev alir. Ayrica goziin seklini olusturacak
basincin olusmasinda da rolii vardir. Bu basinca goz ici basinci denir. Bu basincin belli
siirlar i¢inde korunmast sagliklt gérmenin devam ettirilebilmesi icin sarttir (Yalvag

ve Onal, 2001).
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Sekil 1.2 : Saglikli bir gbzde akoz tiretimi ve hareketi (Url-1).

Uretilen gdz ici sivis1 goz bebeginden 6n tarafa gelip iris ile korneanmn birlesim
yerindeki agida trabekiiler ag denilen yapidan siiziiliir. Devamli bir sivi dongiisii
vardir. Bu dongii, goz bebeginden gecis esnasinda ya da trabekiiler ag ve sonrasinda
engellenecek olursa goz i¢i basinci ylikselmeye baslar. Bu duruma glokom ad1 verilir.
Artan basing gorme sinirinin goze giris yerine baski yaparak sinirleri 6ldiirtir (Yalvag

ve Onal, 2001) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 : Saglikli ve glokomlu gozdeki akoz sivist hareketleri (Url-1).



Optik sinir denilen gérme sinirinin iginde ortalama 800 bin ile 1.2 milyon arasi tel lif
bulunmaktadir (Yalvag ve Onal, 2001). Gérmemizi saglayan mesajlar beyne bu lifler
tarafindan iletilmektedir. Glokom bu liflere zarar vererek gérme alanimizda kor
noktalarin olusmasina neden olmaktadir. insanlar bu kor noktalar gok ileri seviyelere

ulasana dek fark etmemektedir. Tiim sinir hasar goriince korlik meydana gelir.

Ak6z hiimor sivist goz iginde siirekli devridaim halindedir. Ancak psddoeksfoliasyon
birikimi akdziin bosaltilmasini saglayan Schlemm kanallarini tikayarak g6z ici
basincinin artmasina neden olmaktadir. Boylelikle glokom ortaya ¢ikabilir (Ritch ve
Schlotzer-Schrehardt, 2001). G6z i¢indeki basing 10-20 mm Hg arasinda normal kabul
edilir. 20 mm Hg ve lizerindeki degerler glokom siiphesi olarak degerlendirilir. Goz
i¢ci basinci yiiksek bulunan her hastada glokom hastaligi gelismez. Bazi insanlar
yiiksek gbz i¢i basincini daha iyi tolere edebilirler. Belirli bir g6z i¢i basinci bir kisi
icin yiiksek iken ayni derecede yiikseklik bir digeri i¢cin normal olabilir. Glokom
hastaliginin gelisip gelismeyecegi optik sinirin zarar gérmeden tolere edebilecegi goz
ici basincinin derecesine baglidir. Bu smir deger herkes icin farklidir. Bu bireysel
farkliliklara da ileriki boliimlerde anlatilacak olan tek niikleotit polimorfizmleri sebep

oluyor olabilir.

Ps6doeksfoliasyon tiim diinyada glokomun en sik goriilen nedenlerinden biridir ve bu
tip glokoma psddoeksfoliyatif glokom (PEG) ad1 verilir. Glokom halk arasinda goz
tansiyonu adiyla bilinir ve milyonlarca insani etkileyen yaygin bir goz hastaligidir.
Onlem alinmazsa gdrme kaybina neden olabilmektedir ciinkii g6z i¢inde basincin
yiikselmesi goz siniri hiicrelerinin beslenmesini etkileyerek bu hiicrelerin hasar goriip
O0lmesine neden olmaktadir. Hiicreler 6ldiikkge ¢evreden merkeze dogru bir gorme

kaybi baglar ve hiicrelerin tiimii 61diigii zaman kalic1 tam gérme kaybi olusur.

Glokom gelisme riski psddoeksfoliasyon bulunan goézlerde oldukca yiiksektir
(Mitchell ve dig., 1999). Gozlerden birinde glokom, digerinde ise sadece PES oldugu
durumlarda, PES’li gozde bes yil i¢inde glokom gelisme riski %50°dir (Yalvag ve
Onal, 2001). Diinya Saglik Orgiitii'niin verilerine gdre katarakttan sonra korliige neden
olan ikinci sebep glokomdur (Resnikoff ve dig., 2004). Geri dondiiriilemez korliigiin
ise ana nedeni glokomdur. 2010 yilinda glokomun tiim diinya capindaki korliik
nedenlerinin %8’ini olusturdugu tespit edilmistir (King ve dig., 2013). Diinya 6.6

milyon kisi glokom nedeniyle gérme yetisini kaybetmistir. Yapilan aragtirmalara gore
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2020 yilinda tim diinyada yaklasik 80 milyon insami etkileyecektir. PEG, tiim
glokomlarin yaklasik %25’ini olusturur (Schlotzer-Schrehardt ve dig., 2002).
Tiirkiye’de PES olan hastalarda glokom goriilme siklig1 %34.3, glokom hastalarinda
PES siklig1 ise %46.9 olarak saptanmistir (Yalaz ve dig., 1992).

PES klinik olarak tespit edilebilir asamaya geldiginde epey ilerlemis
psodoeksfoliasyon birikimi bulunmaktadir. Bu nedenle bir PES hastasi, ileri derecede
glokom gelisip gérme kayb1 baglayana kadar hastaligini fark etmeyebilir. Hastaligin
baslangicinda gorme duyusunda bir kayip hissedilmedigi i¢in hastalik fark edilmez,
ancak hastaligin ilerlemesi ile dncelikle ¢cevredeki gérme alani daralir ve zamanla tiim
goriis acis1 kaybedilmeye baglanir. ABD’de yapilan bir aragtirmaya gére ABD’de 2.2
milyon glokom hastast vardir; ancak bunlarin yalnizca yarisi glokom oldugunu
bilmektedir (The Eye Diseases Prevalence Research Group, 2004). Glokomlu
hastalarda gorme kaybi meydana geldikten sonra geriye doniik tedavi miimkiin

degildir. Ancak tan1 konulduktan sonra ilerlemesi durdurulabilir.

Psddoeksfoliasyon hastalariin rutin kontrollerinin sik ve diizenli bir sekilde yapilmasi
g0z i¢i basmeimin kontrol altinda tutulmasi ve gérme kaybinin 6niine gegilebilmesi
acisindan ¢ok onemlidir. Bu hastalarda giin i¢cindeki g6z i¢i basinci da diizensizdir.
Kontroller aras1 siirede bile hastalarin goz ici basinci birkag¢ kez 20 mmHg’ nin iistiine
¢ikmisg olabilir. Tiim PES hastalarinda glokom gelismemektedir ancak glokom
yatkinligi olan PES hastalarimin erken teshisinde kullanilan bir parametre de
bulunmamaktadir. Bu nedenle PES hastalarindan PEG olusturmaya yatkin olanlarin
tespit edilmesini saglayacak objektif parametrelerin bulunmasi gerekliligi dogmustur.
Bu sayede glokom yatkinligi olan kisilerde goz ici basinci goz sinirine zarar vermeden
once tedbir alinabilir; rutin kontroller siklastirilabilir ve glokom tedavisine daha erken
baslanabilir. Glokoma yatkin kisilerde piyasada bulunan giin icinde siirekli goz
tansiyonu ol¢iimil yapan ve bu verileri kablosuz olarak takip sistemine aktaran lensler
kullandirilarak daha etkin bir kontrol saglanabilir. Ciinkii gbz i¢i basinci bir ¢ok

faktorden etkilenerek giin i¢inde bile artis ve diisiis gosterebilir (Url-2).

Psodoeksfoliasyon sendromunun kesin tedavisi heniiz yoktur. Psddoeksfoliasyon
materyalinin emilerek temizlenmesini saglayan operasyonlar sonrasinda ayni patolojik
birikimlerin yeniden olustugu gozlenmistir (Jacobi ve dig., 1999). Glokom durumunda

ise gérme kayb1 veya sinirlerin aldig1 hasar geri dondiiriilememektedir, tedavi olarak
5



sadece gozdeki basincin diisiiriilmesi hedeflenmektedir. Glokomda tedavi yontemleri
arasinda g6z damlalar1 ve ila¢ tedavisi, lazer tedavileri ve cerrahi yontemler
bulunmaktadir. Damlalarin aksatilmadan doktor tavsiyesine uygun olarak diizenli
kullanilmasi sarttir, buna ragmen basincit dengelemede yetersiz kalabilirler. Lazer
tedavisinde drenaj kanallar1 gerilerek biriken sivinin bosaltilmasi hedeflenir ancak
bunun da etki siiresi en fazla 2-3 yildir. Cerrahi operasyonlarda ise trabekiiler agin bir
kismi1 alinarak sivinin akisi kolaylastirilir ancak katarakt olusumuna neden olma riski
vardir. Baz1 durumlarda lazer tedavisi veya cerrahi operasyon sonrasi bile diizenli ilag
kullanimina devam etmek gerekmektedir. Bu yontemler basarili olsa bile en fazla
hastaligin ilerlemesini durdurabilirler, hastanin kaybedilmis gérme kaybi1 geri
kazandirilamaz (Bhat, 2010). Bunlara ek olarak, psddoeksfoliasyon materyali yalnizca
okiiler dokularda degil, kalp, akciger, karaciger, safra kesesi, atardamarlar gibi hemen
hemen tiim organ ve dokularda birikim yaparak zarar verir (Schlétzer-Schrehardt ve
dig., 1992; Streeten ve dig., 1992). Ornegin aort damarinda birikim yaparak

anevrizmaya, kulakta ise isitme kaybina neden olabilmektedir (Samarai ve dig., 2012).

Yapilan calismalar ilerleyen yasin glokom icin biiylik bir risk faktorii oldugunu
gostermistir (Giangiacomo ve Coleman, 2009). Gelisen bilim ve teknoloji ile
toplumlarin yas ortalamasinin gittik¢e arttig1 goz ontine alindiginda, PES ve PEG’in

gelecekte daha sik goriilmesi beklenebilir.

Bunlara ek olarak, PES’in neden oldugu tek hastalik glokom degildir, ayn1 zamanda
sekonder katarakta da sebep olabilmektedir (Kuchle ve dig., 1997). PES’in
karakteristik Ozelligi olan patolojik birikimler fakodonezis, melanin dispersiyonu,
yetersiz midriyazis, kan akoz bariyeri disfonksiyonu gibi bir¢ok g6z i¢i komplikasyona
zemin hazirlamaktadir. Bu birikimler PES hastalarinin g6z i¢i operasyonu ile iligkili
olarak ortaya ¢ikan lens zoniillerinde kopma, arka kapstil riiptiirii ile vitreus kaybu, iris
kaynakl1 g6z i¢i kanamasi, kornea endotel yetmezligi, postoperatif enflamasyon ve géz
i¢i basing yiikselmeleri ve intraokiiler lensin litkksasyonu gibi bir¢ok komplikasyonun

da nedenidir (Naumann ve dig., 1998; Schlotzer-Schrehardt ve Naumann, 2006).

1.1.1 PES’in patofizyolojisi

Psodoeksfoliyatif birikim hiicre dis1 matriksteki elastik lifsi materyalleri i¢cermesi ile

karakterizedir. Bu durum bu materyallerin ya ¢ok fazla iiretilmesi, ya yetersiz yikima
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ugramasi ya da her ikisinin birden gergeklesmesi ile ortaya ¢ikar. PES patogenezinde
elastik mikrofibril teorisi immiinohistokimyasal, biyokimyasal ve molekiiler biyolojik
veriler ile desteklenmektedir (Streeten ve dig., 1986). Bu birikimin iginde elastin,
tropoelastin, vitronektin, fibrillin-1, fibulin-2, sindekan, versikan gibi molekiillerin
yan1 sira, ¢apraz baglayict enzim lizil oksidaz-benzeri (LOXL) ve ekstraselliiler

saperon clusterin de bulunmaktadir (Ritch, 2008).

Genetik ve gevresel faktorler psddoeksfoliasyon sendromunun patofizyolojisinde rol
almaktadir. Genetik faktorler, hiicre dis1 matriksin yapimi ve yikimindan sorumlu bazi
proteinlerin genlerindeki bozukluklarla ilgili olabilir. Bu konseptte diisiiniildiiglinde
bliylime faktorleri, oksidatif stresi diizenleyici proteinler, proteinlerin dogru

katlanmasindan sorumlu saperonlar ve bunlarin etkilestigi proteinler akla gelmektedir.

LOXL enzimleri kolajen ile elastini ¢apraz baglayarak elastik liflerin olusumu,
stabilizasyonu, yeniden modellenmesi ve dokularin esnekliklerinin yasa bagli olarak
azalmasinin 6nlenmesi gibi dnemli fonksiyonlardan sorumlu bir enzim ailesidir. Bu
ailenin bir iiyesi olan LOXL1 enzimini kodlayan gendeki polimorfizmler Izlandalilar,
Isvegliler (Thorleifsson ve dig., 2007), Amerikali beyazlar (Challa ve dig., 2008),
Amerika ve Avrupalilar (Aragon-Martin ve dig., 2008; Yang ve dig., 2007), Hintliler
(Ramprasad ve dig., 2008), Avustralyalilar (Hewitt ve dig., 2008), Almanlar, Italyanlar
(Pasutto ve dig., 2008), Japonlar (Hayashi ve dig., 2008; Ozaki ve dig., 2008), Cinliler
(Chen ve dig., 2009), Giiney Afrikalilar (Williams ve dig., 2010) ve Tiirkler (Tuncay
ve dig., 2016; Yilmaz ve dig., 2016) gibi bir¢ok farkli popiilasyonda PES ve/veya PEG
ile iligkili bulunmustur. Ancak daha 6nce bahsedildigi gibi PES hastalarinin glokom
yatkinliginin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir ve LOXL1 genetik polimorfizmleri ile

bu ayrim yapilamamaktadir (Anastasopoulos ve dig., 2014).

PES’e sebep olan diger faktorler arasinda ultraviyole 1518a maruziyet, bulasici ajanlar,
beslenme, travma ve inflamasyon yer almaktadir (Schl6tzer-Schrehardt, 2012).
Yapilan arastirmalara gére matriks metalloproteinazlar ile bunlarin doku inhibitorii
arasindaki dengedeki lokal degisiklik, interlokin-6 gibi pro-fibrotik sitokinler, biiyiime
faktorleri, 6zellikle transforme edici biiyiime faktorii (TGF-B1), yiikselmis hiicresel ve
oksidatif stres de bu patogenezde rol oynuyor olabilir (Gartaganis ve dig., 2002;
Schlotzer-Schrehardt ve Naumann, 2006; Gartaganis ve dig., 2007; Schlotzer-

Schrehardt, 2009). PES’in patofizyolojisinde elastik mikrofibrillerin fazla {iretilmesi
7



onemli bir yer tuttugu i¢in biiylime faktorlerinin patofizyolojide onemli yeri
olabilecegi diisiiniilmiigtiir. Ciinkii hem TGF-f1 hem de TGF-f2’nin -elastik
mikrofibrillerin tretilmesi dahil olmak iizere hiicre dist matriks bilesenlerinin
ifadesinde rolii oldugu bilinmektedir (Gayathri ve dig., 2016). G6ziin 6n kamarasinda
akoz hiimorde CTGF’nin bulundugu gosterilmistir (van Setten ve dig., 2002). Aym
bolimde TGF-B1’in de bulundugu ve PES’de TGF-B1 ifadesinin normalden daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Koliakos ve dig., 2001). CTGF ifadesinin TGF-3
tarafindan indiiklendigi bilinmektedir ve bu iki protein birbirleriyle etkileserek
proliferasyon, migrasyon ve hiicre dist matriks yapimi gibi fonksiyonlar1 yerine
getirirler (Kothapalli ve dig., 2000, Weston ve dig., 2003). CTGF’nin fibrillin
proteininin ifadesini arttirarak etki ettigi diisiniilmektedir. Browne ve grubunun
calismasinda hiicre kiiltlirlinde biiyiitiilen trabekiiler ag hiicreleri rekombinant
CTGF’ye maruz birakilmig, sonucta bu hiicrelerde fibrillin ifadesinin arttig
gozlenmigtir (Browne ve dig., 2011). PES’de de hiicre dis1 matrikste fibrillin igeren
liflerin miktar1 artmaktadir ve psddoeksfoliasyon materyalinin igindeki elastik

mikrofibrillerde fibrilin bulundugu gosterilmistir (Schlotzer-Schrehardt ve dig., 1997).

Biitiin bu bulgulara dayanarak PES’in patofizyolojisinde CTGF’nin rol oynadig:
diistiniilmiis ve ak6zde CTGF seviyesini 6l¢en iki ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalarin
her ikisinin de sonucunda CTGF seviyelerinin PEG hastalarinda PES hastalarindan
anlaml bir sekilde yliksek oldugu rapor edilmistir (Ho ve dig., 2005; Browne ve dig.,
2011).

PES patofizyolojisinde etkisi olabilecek birgok faktor vardir. Bu zamana kadarki
bulgulardan yararlanarak PES’in, hiicre dis1 matriks proteinlerinin baslangicta fazla
CTGF nedeniyle yiiksek miktarda salgilandigi, bunlarin oksidatif strese bagl olarak
tic boyutlu yapilarmi kaybettigi ve hiicre dis1 saperon ifadesi az oldugu i¢in yanlis
katlanmis proteinlerin birikerek karakteristik psddoeksfoliyatif birikimleri meydana
getirmesi ile gelistigi diisiiniilebilir. Baslangicta belirtildigi gibi bu tez bir TUBITAK
1001 (115S360) projesinin bir kismi ¢alisilarak olusturulmustur. Bu proje
tasarlanirken clusterin ve CTGF’nin birlikte calisilmasi planlanmistir ve proje
kapsaminda her ikisi de calisilmistir ancak bu tez ¢calismasinda sadece CTGF ile PES

ve PEG arasindaki iligki arastirilmistir.



1.2 Bag Dokusu Biiyiime Faktorii (Connective Tissue Growth Factor; CTGF)

Bag dokusu biiytime faktorii (Connective Tissue Growth Factor; CTGF), 1991 yilinda
Bradham tarafindan kesfedilmistir (Bradham ve dig., 1991). CTGF, korunmus ve
modiiler proteinler ailesi olan CCN ailesinin bir {iyesidir. CCN kisaltmasi, ailenin
kesfedilen ilk ti¢ tiyesinden ismini almistir; Cyr61 (cysteine-rich protein 61), CTGF ve
NOV (nephroblastoma overexpressed gene) (Bork, 1993). Bu nedenle CTGF CCN2
olarak da adlandirilir. 349 amino aside sahip CTGF (Sekil 1.4), translasyon sonrasi
ugradig1 glikozilasyona gore 36-38 kDa arasi bir biiyiikliige sahip olabilir (Aguiar ve
dig., 2014).

a. b.

1e 28 e 48 tg

MTAASMGPVR VAFVWLLALC SRPAVGQNCS GPCRCPDEPA PRCPAGVSLY
L] 78 86 98 lae

LDGCGCCRVC AKQLGELCTE RDPCDPHKGL FCHFGSPANR KIGVCTAKDG
11e 128 138 148 158

APCIFGGTVY RSGESFQSSC KYQUTCLDGA VGCMPLCSMD VRLPSPDCPF
16@ 178 18@ 198 288

PRRVEKLPGKC CEEWVCDEPK DQTWVGPALA AYRLEDTFGP DPTMIRANCL
21e 228 238 248 258

VQTTEWSACS KTCGMGISTR WTHMDMASCRL EKQSRLCMVR PCEADLEENI
268 276 288 296 3680

KKGKKCIRTP KISKPIKFEL SGCTSMKTYR AKFCGVCTDG RCCTPHRTTT
31e 326 338 348

LPVEFKCPDG EVMKKHNMMFI KTCACHYNCP GDMDIFESLY YRKMYGDMA

Sekil 1.4 : a. Insan CTGF proteininin aminoasit dizisi (Url-3). B. CTGF proteininin 3
boyutlu yapist (Url-4).

CCN protein ailesi N terminalindeki salgi sinyalini takip eden 4 domainden olusan ¢ok
modiillii bir yapiy1 paylasirlar. Sekil 1.5°te gosterildigi gibi bu domainlerden birincisi
insiilin benzeri biiylime faktorii baglama proteini (Modiil I IGFBP), ikincisi von
willebrand faktori tip C tekrarlart (Modiil 11 VWC), {iciinciisii trombospondin tip I
tekrarlart (Modiil III TSP) ve dordiinciisii de sistin diigiimii igeren karboksi-terminal
domainidir (Modiil IV CT) (Aguiar ve dig., 2014).

Sisteince zengindir ve fibroblastlar, endotel hiicreleri, ndronlar ve epitel hiicreleri gibi
cesitli hiicre tiplerinde ifade edilen bir proteindir (Browne ve dig., 2011). CTGF,
matriks iligkili bir protein olup, hiicre dis1 matriks iiretimini tesvik eden fibroblast
mitojenidir. Mitojenler hiicre boliinmesini uyaran ajanlardir ve bir fibroblast mitojeni

olarak CTGF, bag dokusu hiicreleri olan fibroblastlarin béliinmesini tetikler.
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Sekil 1.5 : CCN protein ailesinin yapisal olarak sematik temsili gésterimi.

CTGF’nin ¢esitli hiicre tiplerinde proliferasyon, migrasyon, adezyon, hayatta kalma,
farklilasma ve hiicre dis1 matriks proteinlerinin sentezi dahil olmak iizere cesitli
hiicresel fonksiyonlar1 diizenledigi gosterilmistir. Ayni zamanda anjiyogenez,
kondrogenez, osteogenez, yara iyilesmesi, fibroz ve tiimor olusumu gibi daha
karmagik biyolojik siire¢clerde de rol oynamaktadir (Arnott ve dig., 2011). Mitozu,
fibroblastlarin ¢ogalmasini, hiicre baglanmasini ve gogiinii, kolajen sentezini, hiicre
dis1 matriks sentezini ve fibrozu diizenledigi diisliniilmektedir (Oemar ve Liischer,
1997). Kalp fibrozu, glomeruloskleroz, sistemik skleroz gibi bir¢ok fibrotik siirecte rol
almaktadir (Takehara ve dig., 2000; Chen ve dig., 2000; Gupta ve dig., 2000; Shi-Wen
ve dig., 2000). CTGF nin ¢esitli biyolojik aktiviteleri modiiler yapisi ile tutarlidir. Son
yillardaki arastirmalar, bireysel modiillerin farkli hiicresel fonksiyonlari
diizenleyebildigini, baz1 modiillerin birbirine bagimli olarak hareket edebilecegini ve
diger biliylime faktorlerinin varligimin veya yoklugunun hedef hiicrenin biyolojik
tepkisini etkileyebilecegini gostermistir (Brigstock, 2003; Cicha ve Goppelt-Struebe,
2009; Grotendorst ve Duncan, 2005; Grotendorst ve dig., 2004). Ornegin, transforme
edici biiyiime faktorii beta (TGF-8) tarafindan {iretimi indiiklenir (Chambers ve Leoni,
2000). Fibrotik karacigerde CTGF ifadesinin arttigi, serum CTGF seviyelerinin
fibrozun derecesi ile iliskili oldugu, kronik karaciger hastalarinda serum CTGF
seviyelerinin kontrollerden yiiksek oldugu bulunmus ve serum CTGF seviyelerinin
karaciger fibrozunun tanisi i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi Onerilmistir

(Kovalenko ve dig., 2009).

CTGF’nin bu fonksiyonlar1 nasil yerine getirdigi bir ¢ok arastirmaya konu olmustur,

Ozellikle tiim fonksiyonlarinda baglandigi spesifik bir reseptdr olup olmadig
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arastiritlmistir; fakat henliz boyle bir reseptdr tanimlanamamistir (Aguiar ve dig.,
2014). Buna karsilik her hiicre tipinde her farkli gérev i¢in etkilesim kurdugu farkl
proteinler ve reseptorler bulunmaktadir. Ornegin, hiicre adezyonunda VWC domaini
aracilignr ile TGF-B’ya baglanarak bu yolla TGF-8 reseptoriine baglandigi ve
reseptOriin sinyalizasyonunu artirdigi gosterilmistir (Abreu ve dig., 2002, Khankan ve
dig., 2011). Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor iligkili protein (low density
lipoprotein receptor-related protein-LRP), kemik iligi stromal hiicrelerinde, hepatik
stellat hiicrelerinde (yag depolayici hiicreler) ve fibroblastlarda CTGF igin bir reseptor
olarak tanimlanmistir, ancak CTGF baglanmasina tepki olarak bu reseptor tarafindan
direkt olarak olusturulan bir sinyal tespit edilememistir (Segarini ve dig., 2001; Gao
ve Brigstock, 2003; Yang ve dig., 204). Xenopus embriyolarinda Wnt koreseptorii olan
LRP-6’ya baglanarak WNT sinyalini inhibe ettigi gosterilmistir (Mercurio ve dig.,
2004). CTGEF prob olarak kullanilarak bir takim protein dizisi taranmis ve CTGF nin
FGFR2 (fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 2) ‘ye baglandigi dogrulanmistir ve
bunun osteoblastik hiicrelerdeki farklilasmay1 etkiledigi gosterilmistir (Aoyama ve
dig., 2012). CTGF proteininin sematik yapisi, aktive olmasini saglayan faktorler, her
domainin spesifik olarak baglandigi proteinler ve bu etkilesimler sonucu gorev aldigi

olaylar Sekil 1.6’da gosterilmistir (Klaassen ve dig., 2015).

1.2.1 Genetik polimorfizm ve CTGF proteinini kodlayan gen

Bir 6zelligin 2 ya da daha fazla fenotipe sahip oldugu durumlara polimorfizm denir.
Kan gruplart polimorfizme ornek olarak verilebilir. Bu fenotipler genetik olarak
belirleniyorsa buna genetik polimorfizm denir (Brittanica Ansiklopedisi Editorleri,
1998). Polimorfizmin mutasyondan farki gériilme sikliginin %1’den fazla olmasidir.
Bireyler arasindaki bu genetik farklilik gen {izerindeki tek bir niikleotitin farkli
olmasindan kaynaklaniyorsa tek niikleotit polimorfizmi (SNP-Single Nucleotide
Polymorphism) denir. Mutasyonlar hastalik nedeni olabilir. Polimorfizmler hastalik
nedeni degildir, ancak hastaliga yatkinlik nedeni olabilirler. En sik goriilen
polimorfizm tek niikletit polimorfizmidir. SNP’ler kodlayan ya da kodlamayan
bolgede bulunabilir. Kodlayan bdlgede bulunan SNP’ler aminoasit dizisini
degistirerek protein yapisim1 ve fonksiyonunu etkileyebilir. Kodlamayan bdlgede
bulunan SNPler ise etkisiz olabilir ya da gen ifadesinin regiile edildigi bolgede

bulunarak regiilasyonu etkileyebilirler. Kisilerin DNA’sinda bulunan SNP’lere gore
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hastaliklara yatkinliklar1 ve ila¢ metabolizmalar1 farklilik gosterebilir. Bu durumun

kesfi kisiye 6zel tedavilerin gelistirilmesinde 6nem tasimaktadir.

(TGF-§ HIF-1 o
\ \ High glucose j Mechanical stress
AGEs
INK Fox0 j ? /

pSmad2/3 MAPK\ \

\ j RhoA

%MMPS

Activation

) e P
c )
5 PN ) &
- j l \ Fibrosis
= Cell migration . : _
w Angiogenesis Myofibroblast activation

Apoptosis
BL thickening e Cell transdifferentiation

Sekil 1.6 : CTGF domainleri, aktive edici faktorler, baglandigi molekiiller ve hiicresel
etkileri.

CTGF proteinini kodlayan gen 6. kromozom fizerinde, 6q23.1 lokasyonunda
bulunmaktadir (Sekil 1.7). 5 ekson, 4 intron icermektedir ve 4.2 kbp uzunlugundadir
(Kovalenko ve dig., 2009). NCBI veri tabanina gére CTGF geni, sempanze, kopek,
inek, fare, sigan, tavuk, zebra balig1 ve kurbagada korunmakta iken (Url-6), 215

organizmanin da insan CTGF geni ile ortologlar1 bulunmaktadir (Url-7).

Sekil 1.7 : insan 6. kromozomunun diyagrami ve CTGF geninin lokasyonu (Url-5).

Insan CTGF geninde yaklagik 350 tane SNP vardir bunlarin 70 kadari kodlayan
bolgede bulunur. Ancak bu SNP’lerin mindr alel frekanslar1 oldukea diistiktiir; gMAF
degeri tespit edilmis olanlarda frekans 0.0002-0.0018 civarindadir (dbSNP). Bunlar

disinda promotor bolgede, intronlarda ve 3’ transle edilmeyen bolgede de SNP’ler
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bulunmaktadir. Bu SNP’ler amino asit dizisini etkilemese de transkripsiyonun
regiilasyonunu etkileyebilirler. Sekil 1.8’de CTGF geninin temsili yapist ve bu

calismada yer alan SNP’lerin konumlar1 gdsterilmistir.

2399005
mﬁgllsﬁgﬂ 14536106 P—— rs l
5“ ﬂ . - . h 3'
FROMOTOR 3 Transle
edilmeven bilge
S —

o

EODLAYAN BOLGE

Sekil 1.8 : CTGF geninin temsili yapisi. Numarali kutucuklar eksonlari, bu kutular
birbirine baglayan kisimlar ise intronlar1 temsil etmektedir. Bu ¢alismada incelenen

SNP’lerin konumlar1 da gosterilmistir.

CTGF geninin promotor bolgesinde, -945. pozisyonunda bulunan rs6918698G/C
polimorfizimi i¢in C alelinin varligi, transkripsiyonel diizenleyici Sp3’lin yiiksek
afinite ile bu bolgeye baglanmasina ve genin transkripsiyonel baskilanmaya
ugramasma yol agmaktadir; bu durum CTGF {retiminin azalmasi ile
sonuglanabilmektedir (Fonseca ve dig., 2007). Simdiye dek yapilan bir¢ok ¢alismada
rs6918698G/C sistemik skleroz ile iliskili bulunmustur (Fonseca ve dig., 2007;
Kawaguchi ve dig., 2008; Rueda ve dig., 2009). Ancak, bu iliski diger ¢aligmalarda
teyit edilmemistir (Gourh ve dig., 2008; Rueda ve dig., 2009; Louthrenoo ve dig.,
2011). Bu varyasyonun gMAF degeri C=0.496 olarak verilmektedir. Polimorfik alel

o

frekansinin farkli toplumlarda sifir ile 1 arasinda degistigi goriilmektedir (dbSNP).

CTGF rs9399005C/T polimorfizmi 3’ transle edilmeyen bolgede bulunmaktadir ve
sistemik skleroz (Granel ve dig., 2010) ve hepatik fibroz hastalig1 (Dessein ve dig.,
2009) ile iliskili bulunmustur. Granel ve dig. (2010) tarafindan yapilan calismada
CTGF rs9399005TT genotipine sistemik skleroz hastalarinda kontrollerden onemli
derecede daha az rastlanmistir. Bu caligma kapsaminda fonksiyonel inceleme de
yapilmis ve T alelini tasiyan DNA’nin niiklear faktorleri C aleline gore daha iyi
bagladig1 goriilmiistiir. Bilgisayar programi ile yapilan hesaplamalar sonucunda bu
polimorfizmin CTGF mRNA’smin ikincil yapisini, dolayisi ile de transkriptin

stabilitesini etkileyebilecegi bulunmustur (Granel ve dig., 2010). Ayn1 polimorfizm
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Schistosoma japonicum ile enfekte olan Cinli balikg¢ilarda hepatik fibroz hastalig ile
iligkili bulunmustur (OR=2.2, P=0.02) (Dessein ve dig., 2009). Bu polimorfizme ait
gMAF degeri T=0.278 olarak verilmektedir. Polimorfik alel frekansinin farkl

PR

toplumlarda sifir ile 0.500 arasinda degistigi goriilmektedir (dbSNP).

Bu iki 6nemli tek niikleotit polimorfizmi disinda CTGF ifade edilme seviyesini
etkileyebilecek SNP’ler rs9402373C/G ve rs12526196T/C’dir. Her iki SNP de
intronda bulunmaktadir ve Dessein ve dig. nin ¢aligmasinda hepatik fibroz ile en giiclii
iliskisi olan SNP’ler olarak one ¢ikmistir. Bu polimorfizmlerin niikleer faktorlerin
baglanmasin1 etkileyerek gen transkripsiyonunu veya transkriptin stabilitesini
etkileyebilecekleri diisiiniilmektedir (Dessein ve dig., 2009). Bu iki SNP’nin gMAF
degerleri rs9402373C/G igin G=0.2386 ve rs12526196T/C i¢in C=0.1490 olarak
verilmektedir (dbSNP).

2015 yilinda Suh ve dig. tarafindan bu ¢aligmada incelenen rs9399005C/T de dahil
olmak tizere CTGF genindeki 12 SNP psddoeksfoliasyon sendromu ve glokomu ile
iligkili olarak ¢alisilmigtir. Bunun disinda CTGF genetik polimorfizmleri ile glokomlu
ve/veya glokomsuz psddoeksfoliasyon arasindaki iliskiye dair c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda CTGF genetik polimorfizmlerinden
rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G’nin PES ve PEG
hastalarinda ve kontrol bireylerde incelenmesine karar verilmistir. Eldeki verilere gore
bu polimorfizmler proteinin ifade edilme seviyesini etkilemektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda ak6z ve gozyasi orneklerinde tespit edilen CTGF protein seviyeleri ile

genetik polimorfizmler arasindaki iligski de incelenmistir.

1.3 Gozyasi

Gozyas1, goz epitelinin iistlinli 6rten ve okiiler yiizeyin saglikli kalmasini saglayan
hiicre dist stvidir. Bu s1vi, lakrimal bez, yardimci bezler, meibomian bezi, kornea ve
konjonktiva epitel hiicreleri tarafindan iiretilen salgilarin bir karigimidir. Gozyasi
proteinler, peptitler, lipitler, elektrolitler ve kiiciik metabolitleri iceren oldukca
karmasik bir biyolojik sividir (Zhou ve dig., 2006). Is1gin kirilabilmesi i¢in diizgiin bir
yiizey saglanmasi, korneanin beslenmesi, goz kapaklarmin 1slatilmasi, zararh

maddelerin uzaklastirilmas1 ve dis ortamdaki patojenlere kars1 goziin korunmasi gibi
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islevler gozyasimnin gorevleri arasindadir (Zhou ve Beuerman, 2012). Gozyasi bu
gorevleri icerigindeki maddeler sayesinde gerceklestirebilmektedir. Ornegin,
iceriginde bulunan lizozim ve laktoferrin proteinleri antimikrobiyal &zellik

kazandirmaktadir (Zhou ve Beuerman, 2012).

2006 yilinda de Souza ve dig. gozyasinda ilk kapsamli proteomiks calismasini
gerceklestirmis ve 491 tane farkli protein bulduklarini rapor etmislerdir. 2012 yilinda
yapilan farkli bir gézyas1 proteomu ¢alismasinda ise saglikli bir insanin gozyasinda
1543 farkl protein tespit edilmistir (Zhou ve dig.). Bu iki calisma karsilastirildiginda
tespit edilen proteinlerin 239 tanesinin her ikisinde de ortak oldugu goriilmiistiir. Bu
durumda bu iki proteomiks calismanin sonuglari toplandiginda gézyasinda 1800°¢
yakin farkli protein bulundugu sonucuna ulasilabilir. Temel gozyasi proteinleri 2 gruba
ayrilabilir: 1. grupta lizozim, laktoferrin, epidermal biiylime faktorii (EGF), lipokalin
ve IgA bulunmaktadir. 2. grupta ise serum proteinlerinden albumin, transferin, IgG,
IgM gibi proteinler yer almaktadir. Bu ikinci gruptaki proteinler konjonktivadaki
damarlardan gézyasina sizmaktadir (Ohashi ve dig., 2006).

Son yillarda insan gozyasi sivisinin protein igeriginin tespit edilmesi klinik tipta 6nem
kazanmistir. Bunun en 6nemli sebebi gézyasindaki proteinlerin farkli dagilimlarinin
okiiler hastaliklarin patofizyolojisi hakkinda fikir verebileceginin diisiiniilmesidir.
Ayrica, gozyasinda bulunan bazi proteinler okiiler ve sistemik hastaliklarin teshisinde
biyomarker olarak da kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Bunlarin yaninda, gézyas1
stvisinin - cerrahi olmayan invaziv bir ydntemle hastaya rahatsizlik vermeden

aliabilmesi de aragtirmacilara cazip gelen bir 6zelligidir.

Gozyast stvisinin igerigi ve miktari, biiyiik olgiide okiiler ylizeylerden ve lakrimal
bezin fonksiyonundan etkilenmektedir. Gozyasi, okiiler hastaliklarin olustugu bolgede
bulunmasi nedeniyle altta yatan patolojinin anlasilmasinda biiylik nem tagimaktadir.
Buradan yola c¢ikilarak bazi hastaliklarin biyobelirteglerinin  kesfedilmesi igin
biyolojik numune kaynagi olarak kullanilmaya baslanmistir. Ornegin, gz kurulugu
(Grus ve dig., 2005; Zhou ve dig., 2009; McKown ve dig., 2009; Versura ve dig., 2010;
Tong ve dig., 2011), mikrobiyal enfeksiyonlar (Ananthi ve dig., 2008), blefarit (Koo
ve dig., 2005; McKown ve dig., 2009), alerjik goz hastaliklart (Nomura ve Takamura,
1998), keratokonus (Lema ve dig., 2010; Pannebaker ve dig., 2010) ve Sjogren
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sendromunun tanisinda (Tomosugi ve dig., 2005) gbézyasini inceleyen calismalar

yapilmistir ve bazilarinda belirteg olabilecek maddeler bulunmustur.

Okiiler hastaliklar disinda, diyabet (Stolwijk ve dig., 1994; Kawai ve dig., 2002; Baca
ve dig., 2007; Park ve dig., 2008; Chen ve dig., 2011; Csdész ve dig., 2012), tiroid goz
hastalig1 (Khalil ve dig., 1989; Baker ve dig., 2006; Okrojek ve dig., 2009; Yoon ve
dig., 2010), kanser (Evans ve dig., 2001; Lebrecht ve dig., 2009; Bohm ve dig., 2012)
ve multipl skleroz (Salvisberg ve dig., 2014) gibi bir takim sistemik hastaliklarda da
gozyasindaki bazi proteinlerin ifadesinde degisimler gdzlenmistir. Diyabetik
retinopatisi olan hastalarda bazi temel gozyasi proteinlerinde degisiklikler goriilmiistiir
(Stolwijk ve dig., 1994; Csész ve dig., 2012) ve bu parametrelerin biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi onerisi getirilmistir (Csész ve dig., 2012). Diyabetik retinopatisi olan
hastalarin gbzyasinda Apolipoprotein Al (Kawai ve dig., 2002) ve sinir biiyliime
faktorii seviyeleri (Park ve dig., 2008) yiiksek bulunmustur. Tiroide bagli g6z hastalig
(Graves oftalmopati) olan kisilerde gézyasinda IgA/lizozim oraninin (Khalil ve dig.,
1989) ve ¢inko-alfa2 glikoprotein, laktoferrin (Baker ve dig., 2006) ve sinir bitylime
faktorii (Yoon ve dig., 2010) seviyelerinin yiikseldigi gézlenmistir. G6zyas1 proteomu
kanser ile, ozellikle meme kanseri ile, iliskili bulunmustur (Evans ve dig., 2001;
Lebrecht ve dig., 2009). Multipl skleroz hastalarinin gézyasi1 6érneklerinde alfa-1 anti-
kimotripsin seviyesinin kontrollerden énemli derecede yiiksek oldugu tespit edilmis
ve bu proteinin multipl skleroz tanisinda umut verici bir biyobelirte¢ oldugu

belirtilmistir (Salvisberg ve dig., 2014).

Gozyas1 alimi cerrahi invaziv bir yontem olmamasi bakimindan diger bazi biyolojik
numunelere goére One cikmaktadir. Hasta tercihlerini sorgulayan bir calismada
hastalarin %74’ kan yerine gézyast ornegi vermeyi tercih etmistir (Quah ve dig.,
2014). Hatta ayn1 ¢alismada hastalarin %69°u invaziv olmayan bir biyolojik numune

olan idrar yerine gbzyas1 numunesi vermeyi tercih etmiglerdir (Quah ve dig., 2014).

Gozyas1 Ornegi alma metotlarindan biri Schirmer striplerin (Schirmer tear test; STT)
kullanimidir (Stuchell ve dig., 1984; Choy ve dig., 2001; Li ve dig., 2008; Chong ve
dig., 2010; Kramann ve dig., 2011; VanDerMeid ve dig., 2011; Wong ve dig., 2011;
Denisin ve dig., 2012; Zhou ve dig., 2012; Funke ve dig., 2012; Farias ve dig., 2013).
Schirmer stripleri oftalmolojide rutin olarak kuru goz tanisinda kullanilan filtre

kagitlanidir. Bu kagit striplerin kullanilmasi hem doktor, hem de hasta agisindan
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kolaylik ve avantaj saglamaktadir. Bir diger metot ise mikrokapiller tiip kullanimidir
(van Setten, 1990; de Souza ve dig., 2006; Csdsz ve dig., 2012). Gozyasi 6rneginin
alinmasinda Schirmer stripleri ve mikrokapiller tiip kullanimini karsilagtiran bir
calismada (Posa ve dig., 2013) belirtilen Schirmer strip kullaniminin avantajlar
sunlardir: Schirmer stripi hastanin goziine yerlestirdikten sonra hekim 5 dk.’lik
bekleme siiresinde serbesttir; 6te yandan mikrokapiller tiip yonteminde uygulayicinin
tiipii tim islem boyunca yerinde tutmasi gerekmektedir, bu da yorucu olabilmektedir.
Mikrokapiller tiip ile gbzyas1 6rnegi almak belli bir tecriibe ve beceri gerektirmektedir;
gbzyas1 alimi siklikla hastanin gdziinii kirpmast nedeniyle kesintiye ugramaktadir,
ancak kagit stripler ile gozyas1 alimi beceri gerektirmeyen basit bir yontemdir. Ayrica
hastalar esnek filtre kagidindan yapilmig Schirmer stripleri ile karsilastirildiginda sert
kapiller tiip ile g6z yas1 6rnegi alinmasina karsi daha tereddiitlii yaklagsmislardir. Sonug
olarak, Schirmer stripleri, gozle ya da diger hastaliklarla iliskili olabilecek
gozyasindaki biyokimyasal parametrelerin biiyiik popiilasyonlarda calisilabilmesi i¢in

hastalar tarafindan da kabul géren bir aragtir.

Schirmer striplerine emdirilmis gdzyasinin protein bilesimini ¢alismak igin, kagit
izerine emilmis proteinleri ortaya ¢ikarmaya (proteinlerin kagittan ekstraksiyonuna)
yonelik birkac farkli yontem vardir. Bunlar, kagittaki proteinlerin baska bir siviya
difiizyonuna (Stuchell ve dig., 1984; Choy ve dig., 2001; Li ve dig., 2008; Chong ve
dig., 2010; Kramann ve dig., 2011; VanDerMeid ve dig., 2011; Wong ve dig., 2011;
Denisin ve dig., 2012; Zhou ve dig., 2012; Farias ve dig., 2013), santriflij yapilarak
elde edilmesine (Li ve dig., 2010a; Li ve dig., 2010b; Remington ve dig., 2009) ve
aseton ile ¢oktiirtilmesine (Green-Church ve dig., 2008) dayali tekniklerdir. Materyal
metot boliimiinde anlatildigi tizere bu yontemlerden ¢alismanin amacina uygun birkag

yontem denenerek denemeler yapilmis ve en uygun olan1 aragtirmada kullanilmigtir.

Gozyasinda CTGF’yi inceleyen tek calismada saglikli kontrol grubunda, uyarilmis
gozden alinan gozyast Orneklerinin %80’inde CTGF tespit limitinin iizerinde
bulunmus ve 70 6rnegin 7 tanesinde tespit edilmistir (van Setten ve dig., 2003). Bu
arastirmada da goniillii numuneleri ile 6l¢iimlere baglamadan 6nce bu veriler dikkate

alinarak deneme ¢aligmalar1 yapilmasi planlanmaigtir.

PES hastalarinin PEG’e yatkinligini gosteren biyobelirteclerin bulunmasi erken teshis

koyulabilmesini saglayacaktir. Boylece glokom yatkinligi olanlar i¢in rutin kontroller
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artirllip gerekirse glokom tedavisine erken baslanarak glokom kaynakli gérme
kayiplar1 dnlenebilecektir. Bu calismada gozyasi orneklerinde CTGF seviyelerinin
belirlenmesi ve PES ve/veya PEG tanisinda kullanilabilme potansiyellerinin

incelenmesi amag¢lanmustir.

1.4 Akoz

Daha once de anlatildig: gibi psddoeksfoliyatif materyal birikimi sonucu akdz sivisinin
bosaltilmasini saglayan kanallar tikanarak bu sivinin goz i¢inde birikmesine yol agar.
Bu da g6z ici basincini artirarak glokoma neden olur. Ak6z humor sivist goz
dokularinda tiretilen ve PES ve PEG ile yakindan ilgili bir biyolojik materyal oldugu
i¢in protein igerigi daha once de incelenmistir. PEG, katarakt ve kontrol gruplarinda
akozdeki total protein miktarina bakilan bir ¢alismada; akéz hiimor sivisindaki total
protein konsantrasyonu PEG hastalarinda en yiiksek, katarakt hastalarinda en diisiik
bulunmustur. PES hastalarinda ise katarakt hastalarindan yiiksek, PEG hastalarindan
diisiik oldugu gozlenmistir (Zenkel ve dig., 2006). Ancak akoz sivisi sadece cerrahi
operasyon ile alinabilen bir materyal oldugundan erken tanida kullanmak i¢in uygun
degildir. Gozyasi ile yapilan 6l¢iimler ile akézdeki Ol¢limler arasinda bir paralellik
olup olmadiginin incelenmesi de bu calismanin kapsamindadir. Eger paralellik
bulunabilirse akoz yerine gozyasindan Olglimler yapmak tani1 ve tedavi siirecini

kolaylastiracaktir.

1.5 Cahsmanin Amaci

PES yasa bagli olarak gelisen ve sessizce ilerleyen ancak sonugta korliige neden
olabilecek kadar ciddi ve tiim diinyada yaygin olan bir gbéz hastaligidir.
Psddoeksfoliasyon birikimi hemen gorme kaybina neden olmadigi igin birey
tarafindan baglarda farkedilemez ve klinik olarak tespit edilebilir asamaya geldiginde
de oldukga ilerlemis psddoeksfoliasyon birikimi bulunmaktadir. Bu birikim akoz
hiim6r sivisinin  bosaltilmasimni saglayan kanallar1 tikayarak bu sivinin  gozde
birikmesinden kaynakli g6z i¢i basincinin artmasina neden olmaktadir. Bu basing artis1
gorme sinirine zarar vererek PEG gelisimine neden olabilir. Psddoeksfoliyatif
materyalin temizlenmesini amaclayan operasyonlar sonrasinda ayni birikimler

yeniden olustugu i¢cin PES’in kesin tedavisi heniiz yoktur. PEG durumunda ise sadece
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gecici yontemler ile gozdeki basing distiriilebilmektedir ancak gérme kaybi veya
sinirlerin aldig1 hasar geri dondirilememektedir. Bu nedenle, uzun vadede,
psodoeksfoliasyon materyalinin olusumuna neden olan faktorlerin tespit edilmesi ve

bu sayede PES’in ortaya ¢ikmasinin dnlenebilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

CTGF birgok farkli hiicrede ¢esitli fonksiyonlar1 bulunan bir proteindir. Gérevlerinden
biri de fibriler maddelerin iiretiminde yer alarak bag doku olusumunda rol oynamaktir.
Psodoeksfoliyatif birikim igerisinde de fibriler molekiillere biiyiik oranda rastlandigi
icin CTGF proteininin bu hastaliklarin  patofizyolojisinde rolii  oldugu
diisiiniilmektedir. Bu caligmada incelenen CTGF proteini PES ile ilgili bulunursa,
tamamlayic1 ¢alismalar ardindan ileriki yillarda tani ve tedavi ic¢in yeni imkanlar
yaratabilir. Ortalama yag Omrili artan toplumlarda hayat kalitesinin korunmasi da
oldukca onemlidir. Gorme kaybr ya da eksikligi yasamak giinliik faaliyetlere ket
vurarak bireylerin hayat kalitesinde ciddi diislise neden olacagi i¢in bu hastaliklarin
erken teshisi, ilerlemesinin durdurulabilmesi ve tedavi edilebilmesi biiyilk dnem

tagimaktadir.

Bu c¢aligmanin amaci, Tiirk popiilasyonunda PES ve PEG’e yatkinligin
belirlenmesinde CTGF genetik polimorfizmlerinin biyolojik belirteg olarak
yararliligin1 saptamaktir. Ayni zamanda gozyast ve akdzdeki CTGF seviyeleri
arasindaki iliskinin Dbelirlenmesi ve gozyast sivisimin bir tan1 aract olarak
kullanilabilirligi hakkinda fikir sahibi olmaktir. Bu amaca ulasmak i¢in, bu ¢calismada

asagidaki adimlar izlenecektir:

-PES ve PEG hastalar ile kontrol grubu bireylerden tam kan, gdzyasi ve akoz

numunelerinin toplanmasi,
-Tam kan 6rneklerinden genomik DNA izole edilmesi,

-Bu DNA’lar kullanilarak her birey i¢cin CTGF genindeki 2 SNP (rs6918698 ve
r$9399005)’nin bulundugu bolgenin PCR yontemi ile cogaltilmasi,

-1s6918698 ve 159399005 tek niikleotid polimorfizmleri i¢in bu PCR {iriinlerinin
uygun restriksiyon endoniikleazlarla sindirimi ve Dbireylerin genotiplerinin

belirlenmesi,
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-Ayn1 grubun DNA’lar kullanilarak bireylerin genotiplerinin CTGF genindeki 2 SNP
(rs12526196 ve 1s9402373) i¢in es zamanli PCR yoOntemi ile belirlenmesi,

-PES, PEG ve kontrol gruplar icin tek niikleotid polimorfizmlerinin genotip ve alel

frekanslarinin belirlenmesi,

-Gozyas striplerinden gozyaslarinin etkin bir bicimde geri kazanilmasi,

-Geri kazanilan gozyasi orneklerinde total protein ve CTGF konsantrasyonlarinin

tespit edilmesi; bu total protein i¢inde CTGF oraninin hesaplanmasi,

-Ako6z hiimdr sivilarinda total protein ve CTGF konsantrasyonlarinin tespit edilmesi;

bu total protein icinde CTGF oraninin hesaplanmast,

-Istatistik yontemlerini kullanarak;

SNP’lerdeki alel farkliliklarinin hastaliklar i¢in risk faktorii olup olmadiginin

tespit edilmesi,

Akoz ve gozyast CTGF konsantrasyonunun PES, PEG ve kontrol gruplari

arasinda anlamli bir fark gosterip géstermediginin tespit edilmesi,

Akoz ve gozyasi total protein konsantrasyonunun PES, PEG ve kontrol

gruplar1 arasinda anlamli bir fark goésterip gostermediginin tespit edilmesi,

Akoz ve gdzyast CTGF konsantrasyonunun total proteindeki yiizdesinin PES,
PEG ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark gosterip gostermediginin

tespit edilmesi,

SNP’ler ile gbzyasinda CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu

ve total protein icinde CTGF orani arasindaki iliskinin incelenmesi,

SNP’ler ile akozde CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve

total protein iginde CTGF orani arasindaki iligskinin incelenmesi,

CTGF gozyas1 ve akodz seviyelerinin birbiri ile korele olup olmadiginin tespit

edilmesi,

Akoz ve gozyast CTGF konsantrasyonunun PES ve/veya PEG igin risk faktori

olup olmadiginin tespit edilmesidir.
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2 MATERYAL VE METOT
2.1 Materyaller

2.1.1 Cahsma grubunun olusturulmasi ve 6rneklerin toplanmasi

Bu ¢alisma 11558360 nolu TUBITAK 1001 projesi kapsaminda Helsinki Bildirgesi’nin
prensiplerine gore (EK 1) yiiriitiilmiis olup, Giilhane Askeri Tip Akademisi Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir. Tiim katilimeilara ¢aligma hakkinda bilgi verilmis ve

bilgilendirilmis goniilli olur formu imzalatilmistir.

Calismada kullanilacak 6rnekler PES ve PEG hastalari ile kontrol grubundan Giilhane
Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklar1 Ana Bilim Dal1 tarafindan 2015-2017
yillar1 arasinda Ankara ilinde toplanmistir. PES tanisi, tam oftalmolojik muayene
sirasinda  psodoeksfoliasyon materyalinin  biyomikroskopik inceleme ile direk
gozlenebilmesi sayesinde konulmustur. PEG tanisi igin psddoeksfoliasyonu olanlarda
glokom olup olmadig1 degerlendirilmistir. Bunun i¢in biitiin hastalar rutin tam goz
muayenesinden gegirilerek, gérmeler, 6n segment yapilari, arka segment yapilar1 ve
optik disk muayenesi, gonyoskopik muayene hasta dosyasina not edilmistir. Hastalarin
g0z i¢i basinct Oncelikle nonkontakt tonometre ile 6l¢iilmiis, gerek duyulan olgularda
aplanasyon tonometre ile dl¢lilmiistiir. G6z i¢1 basinc yiiksek olanlar ve/veya optik
sinir muayenesinde glokomdan siiphelenilen durumlarda hastaya; gérme alani testi,
optik kohorens tomografi (radyasyon yayilimi yapmaz) ile retina sinir lifi kalinligi
Ol¢iimii ve gereken olgularda tarayici laser oftalmoskopi ile optik sinir ileri
degerlendirmesi  yapilmistir.  Yukarda sayllan muayene yoOntemleri ile
psodoeksfoliasyon saptanmayan ve refraksiyon kusuru ve katarakt disinda goz
hastaliklari ile 1lgili hastalig1 bulunmadig: tespit edilen hastalar arasindan goniillii olur
formunu imzalayanlardan kontrol grubu olusturulmustur. Bu ¢alismaya 213 PEG ve

214 PES hastasi ile 215 kontrol birey katilmigtir. Caligmaya alinan kontrol bireylerin
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yaslarinin PES ve PEG hastalarinin yasina yakin olmasina dikkat edilmis olup kadin-
erkek her iki cinsiyet de ¢alismaya dahil edilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda yukarida anlatildigi gibi teshis edilmis, bilgilendirilmis
gonilli olur formunu imzalamis, ¢alismaya katilmayr kabul etmis PES ve PEG
hastalar1 ile kontrol bireylerden Na-EDTA’11 tiiplere periferik tam kan alinmistir. Kan
alinan bireylerin bir kismindan, 80 PEG hastasi, 80 PES hastas1 ve 85 kontrolden
gozyas1 ornegi de alinmistir. Ak6z ise sadece tibbi olarak gereklilik oldugundan dolay1
katarakt cerrahisi planlanan hastalardan ¢alismamiza katilmayi kabul edenlerden
aliabilmistir. Bu nedenle akdz 6rnegi alinabilen kisi sayis1 10 PEG, 17 PES ve 23
kontroldiir. Alinan 6rnekler Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Gz Hastaliklar1
Anabilim Dali’'nda zaman kaybetmeksizin -20°C derin dondurucuya konulmus daha
sonra en geg¢ 5 giin iginde oradan alinarak buz kutusu igcinde TOBB-ETU Teknoloji
Merkezi’'ndeki laboratuvarimiza getirilmis ve analiz edilecegi zamana kadar

saklanmak tizere -86°C derin dondurucuya kaldirilmistir.

Akoz alma prosediirii

Calisma kapsamina alinmay1 kabul eden PEG ve PES hastalarindan, ¢aligmadan
bagimsiz olarak tibbi olarak gereklilik oldugundan dolay1 katarakt cerrahisi
planlananlarin akozii alinabilmistir. Rutin cerrahi sirasinda zaten 6n kamaradan disari
¢ikan akdz, ucuna kiint kaniil takilarak enjektor igerisine alinmistir. Alinabilen akoz
hiimor sivisi miktar1 150 pl civarindadir. Aliman akéz vakit kaybetmeksizin
polipropilen tiiplere transfer edilerek dnce -20°C’ye koyulmus, kisa bir siire sonra -

86°C’ye transfer edilerek analiz yapilana kadar muhafaza edilmistir.
Gozyasi alma prosediirii

Hasta ve kontrollerin gozlerinden “Schirmer kagidi” olarak bilinen Whatman filtre
kagidi seritleri kullanilarak gozyasi 6rnegi alinmistir. Bu yontemde kagit ucundan 5
mm kivrilarak, los bir odada oturtulmus olan hastanin alt forniksine 1/3 dis ve 1/3 orta
kismin arasina topikal anestezi yapmadan yerlestirilir. Gozler agik kalir ve hasta yukari
baktirilir. Bu ¢calisma kapsaminda Schirmer striplerin 35 mm ¢izgisine kadar 1slanmasi
beklenmistir. 35 mm ¢izgisine kadar islanmayanlarda 1slak kisim Olgiilerek not

edilmistir. Stripler 5 ml’lik steril polipropilen tiiplerin i¢cine konarak -20°C’ye
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kaldirilmis, kisa bir silire sonra -86°C’ye transfer edilerek analiz yapilana kadar

muhafaza edilmistir.

2.1.2 Kullanilan cihazlar

+4°C Buzdolabi (Liebherr-Almanya)

-20°C Buzdolab1 (Liebherr-Almanya)

-86°C Buzdolab1 (Panasonic-Japonya)

Minispin (Eppendorf-Almanya)

Kuru blok 1sitic1 (Biosan-Letonya)

Sogutmali santrifuj (Hettich-Almanya)

UV-goriiniir bolge spektrofotometre (Hitachi-Japonya)

pH metre (VWR-ABD)

PCR cihaz1 (Eppendorf-Almanya)

Yatay elektroforez sistemi (Thermo Fisher Scientific-ABD)
UV goriintiileme sistemi (Vilber Loumart-Fransa)

Es zamanli PCR cihaz1 (Applied Biosystems-ABD)
Calkalamali inkiibatér (New Brunswick Scientific-ABD)
Su banyosu (VWR-ABD)

Plaka okuyucu spektrofotometre (MultiSkan, Thermo Fisher Scientific-ABD)

2.1.3 Kullanilan malzemeler

Trizma baz1 (molekiiler biyoloji i¢in, 252859), triton X-100 (T8787), sodyum dodesil
stilfat (SDS, molekiiler biyoloji i¢in, L3771), sodyum kloriir (31434), etilendiamin
tetra asetik asit (EDTA, A5134), magnezyum kloriir (M8266), borik asit (molekiiler
biyoloji i¢in, B6768), Tween® 20 (P1379), fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS-P4417),
DMSO (molekiiler biyoloji i¢in, D9170), hidroklorik asit (07102), sodium hidroksit
(06203) ve etanol (absolute, 32221) Sigma-Aldrich, Almanya firmasindan temin
edildi. Potasyum kloriir (SC-203207) Santa Cruz Biyoteknoloji, ABD firmasindan
temin edildi. Bradford analiz kiti (23200), etidyum bromir (15585011), agaroz
(16500500), dNTP karistmi (R0192), 50 bp GeneRuler™ DNA markor (SM0372),
amplifikasyon buffer1 ve MgCl: ile birlikte rekombinant Tag Polymerase enzimi
(EP0402) Thermo Fischer Scientific, ABD firmasindan temin edildi. Uygun tampon

cozeltileri ile birlikte BseRI (R0581) ve Mscl (R0534) isimli restriksiyon enzimleri
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New England Biolabs (NEB), ABD firmasindan temin edildi. insan CTGF ELISA kiti
(EH0702) Finetest, Cin firmasindan temin edildi. DNA izolasyon kiti (QIAamp DNA
Blood Mini Kit-51106) Qiagen, Almanya firmasindan temin edildi.

2.1.4 Primerler

Iontek firmasindan RFLP ile incelenecek olan polimorfik niikleotitleri igeren bolgeleri
cogaltmak amaciyla 2 ¢ift primer satin alindi. Primerler liyofilize halde temin edildi,
kullanma kilavuzuna uygun sekilde ¢oziilerek 100 pmol/ml konsantrasyonunda primer
cozeltileri elde edildi. Bu ¢6zeltiler seyreltme uygulanarak 10 pmol/ml konsantrasyona

getirildi ve alikotlanarak -20°C’de kullanim zamanina kadar saklandi.

Primer dizileri Tablo 2.1°de verilen kaynaklardan elde edilmis, sonrasinda da Primer-
Blast (Url-8) programindan ve NCBI-SNP veritabanindan elde edilen FASTA dizisi

tizerinden kontrolleri yapilmastir.

Tablo 2.1 : CTGF rs6918698G/C ve rs9399005C/T SNP’lerini igeren bolgelerin
cogaltilmasinda kullanilacak olan ileri ve geri primer dizileri.

SNP ileri ve Geri Primerler Kaynak
5' GAG AAC AAA GAC GCG TGT GA 3° | Mingirtllh 2009
rs6918698G/C | 5> AGC CCC TAC CTA CCC AAC AC 3
programindan kontrol
edildi
Mingirulli, 2009
5" TTG TGA TGT GAA GGG TTG GA 3° | Primer-Blast
r$9399005C/T | 5.GCA GGC ATA CAC ACC ACA TT 3 | programindan kontrol
edildi

2.1.5 Eszamanh PCR Kitleri

Fonksiyonel olarak test edilmis TagMan genotipleme kitleri ve genotiplemede
kullanilan mastermiks Applied Biosystems, ABD firmasindan alinmistir. TagMan

kitlerin assay numaralar1 Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2 : TagMan SNP genotipleme kitlerinin TagMan assay numaralart.

Gen | SNP TaqMan Assay Numarasi (ID)

rs12526196T/C | C__ 1764938 10 (fonksiyonel olarak test edilmis)

CTGF
rs9402373Cc/G | C__30110249 10 (fonksiyonel olarak test edilmis)
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PCR isleminde kullanilmas1 gereken kit konsantrasyonu 20X olmasina ragmen alinan
kitler 40X konsantrasyondaydi. Bu nedenle kitler steril 1X TE tamponu ile seyreltildi

ve sonrasinda alikotlanarak -20°C’de karanlikta kullanim zamanina kadar sakland.
2.1.6 Kullanilan ¢ozeltiler

2.1.6.1 Manuel DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

TKM tamponu (pH 7.6)

10 mM Trizma bazi (pH 7.6)
10 mM KCI

2 mM EDTA.H0

4 mM MgCl,

%10 SDS soliisyonu

Doymus NaCl cozeltisi

TE tamponu (pH 8.0)

100 mM Tris-HCI
500 mM EDTA

Tris-HCI (pH 8.0, 100 mM)

2.1.6.2 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozelti

Tris-Borat-EDTA tamponu (5X TBE tamponu, pH 8.3)

450 mM Trizma bazi
450 mM Borik asit
10 mM EDTA.H20

2.1.6.3 Gozyasi striplerinden protein ekstraksiyonu icin kullanilan ¢ozelti

Ekstraksiyon tamponu (pH 7.4)

PBS tamponu (0.01M Fosfat tamponu, 2.7 mM KCI)
500 mM NaCl
0.5% Tween® 20
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2.2 Genotipleme Icin Kullanilan Metotlar

4 SNP bolgesinin genotiplemesi igin 2 farkli metot kullanildi. CTGF rs6918698G/C
ve rs9399005C/T bolgelerinin genotiplemesi PCR-RFLP metodu ile, rs12526196T/C
ve 1s9402373C/G bolgelerinin genotiplemesi ise gergek zamanli PCR yontemi ile
gergeklestirildi. Ger¢ek zamanli PCR yontemi uygulamasi kolay ve hizli sonug veren
etkili bir genotipleme yoOntemidir; ancak genotiplemenin dogru yapilabilmesi igin
polimorfik alelin bulundugu bolgeye spesifik tasarlanmis ve valide edilmis Tag-man
problarin bulunmasi 6nem tagimaktadir. Bu ¢calismadaki iki bélge i¢in uygun Tag-man
problari iceren assay kitleri piyasada satilmakta oldugu i¢in bunlarin genotiplemesi bu
yontemle yapildi. Diger iki bolge icin ise daha 6nceki ¢alismalarda kullanilmis olan
primer sekanslar1 ve restriksiyon endonukleaz enzimleri kontrol edilerek bu ¢alismada
da kullanild1 ve genotipleme PCR-RFLP metodu ile yapildi. Bu metotta da sadece
polimorfik alelin bulundugu bdlgeyi cogaltmayr saglayacak olan primerlerin
tasarlanmasi ve o bolgeye uygun kesim enziminin var olmasi metodun kullanilabilirlik

kriteridir.
2.2.1 Genomik DNA érneklerinin genotipleme icin hazirlanmasi

2.2.1.1 Tam kan érneklerinden insan genomik DNA izolasyonu

Tim tam kan Ornekleri Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde pihtilasmay1
onlemek amaciyla Na-EDTA igeren tiiplere toplandi. Na-EDTA’I1 tiiplerdeki periferik

tam kanlardan genomik DNA izole etmek i¢in 2 farkli yontem kullanild;

a) Manuel DNA izolasyonu : Lahiri ve Schnabel (1993) tarafindan tarif edilen tuz-

¢coktiirmeye dayanan yontemin modifiye edilmis hali kullanildu.
Prosediir

2 ml’lik mikrosantrifuj tiipiine 750 pl tam kan koyuldu ve lizerine 750 pl TKM
tamponu eklendi. Tiipe 20 pl Triton X-100 eklendi ve hiicre zarin1 pargalayarak
hiicresel elemanlar1 disar1 ¢ikartmak amaciyla birkag¢ kez tiip alt {ist edildi. Hiicresel
elemanlar1 farkli katmanlar olarak ayirabilmek amaciyla minispinde (Eppendorf,
Almanya) oda sicakliginda ve 1000g’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifujden sonra tiipte
DNA igeren pelet ve diger elemanlarin bulundugu supernatant olarak iki katman

gozlendi. Supernatant seyreltilmis ¢amasir suyuna bosaltildi. Peletin iistiine tekrar 750
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ul TKM tamponu eklenerek homojen goriintii elde edildi ve tekrar santrifiijlendi. Bu
islem DNA haricindeki tiim maddeleri elimine edebilmek i¢in beyaz berrak pelet elde
edene kadar tekrarlandi. Berrak pelet elde edildikten sonra iizerine 200 ul TKM
tamponu eklendi ve homojen goriintii elde edildi. 10 ul %10’luk SDS eklenerek bir
kag kez alt iist edildi ve tiipler kuru blok 1siticida (Biosan, Letonya) 58°C de 10 dk
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 75 pul soguk doymus NaCl ¢dzeltisinden
eklendi ve tiip birkag kez ters diiz edildi. Soguk tuz ¢ozeltisi proteinlerin ¢okmesini
sagladi ve karisim 4°C ve 14000g’de 10 dk santrifiij edilerek DNA ile proteinlerin
ayrigsmasi saglandi. Coken proteinler dipteki pelette kaldi ve DNA igeren supernatant
hacmi hesaplanarak (~300 pl) temiz 1,5 ml’lik eppendorf tiipe aktarildi. Supernatant
hacminin yaklagik iki kati kadar (~600 ul) -20°C’den alinmis saf etanol DNA’y1
¢oktiirmek icin tiipe eklendi. Tip birka¢ kez alt st edilerek ipliksi DNA
gozlemlendikten sonra -20°C’de 30 dk bekletildi. Cozeltideki tim DNA’y1 elde
edebilmek i¢in 4°C’de ve 10000g’de 10 dk santrifiij uygulandi. Supernatant dokiildii
ve tiim etanol uzaklasana kadar pelet kurumaya birakildi. Kuruyan pelet 100 pul TE
tamponunda ¢oziilerek 37°C’de en az 3-4 saat inkiibe edildi. Uzun siireli saklama i¢in

DNA mikrotiipleri numaralandirilarak -20°C’ye kaldirild.

b) Kit ile DNA izolasyonu : Qiagen, Almanya firmasindan alinan “QIAamp DNA
Blood Mini Kit” adli tam kandan DNA izolasyonu yapilmasini saglayan kit kullanildi.

Prosediir i¢in kitin kullanma kilavuzundaki talimatlar takip edildi.
Prosediir

1.5 mI’lik mikrotiipe 20 ul proteaz koyuldu ve iizerine 200 pl kan eklendi. 200 ul AL
tamponu tiipe ilave edildi ve 6rnegi homojenize etmek i¢in 15 saniye boyunca kisa
araliklarla vortekslendi. 56°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi ve inkiibasyondan sonra
kisa siireli santrifuj uygulandi. Ornegin iizerine 200 ul etanol (%96-100) eklendi, 15
saniye boyunca vortekslendi ve kisa siireli santrifuj uygulandi. Karisim dikkatlice kitin
icinden ¢ikan 2 ml toplama tiipii igerisinde bulundan mini spin kolonuna kenarlara
degmeyecek sekilde aktarildi. Kapagi kapatilarak 8000 rpm’de 2 dk santrifuj edildi ve
mini spin kolonunun toplama tiipii degistirilerek eskisi ¢ope atildi. Kolonun
kenarlarina degdirmeden 500 ul AW1 tamponu eklendikten sonra kapag: kapatilarak
8000 rpm’de 2 dk santrifuj edildi ve mini spin kolonunun toplama tiipii degistirilerek

eskisi ¢ope atildi. Kolonun kenarlarina degdirmeden 500 ul AW2 tamponu eklendikten
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sonra kapagi kapatilarak 15000 rpm’de 3 dk santrifuj edildi ve mini spin kolonunun
toplama tiipti degistirilerek eskisi ¢ope atildi. 15000 rpm’de 2 dk santrifuj edildi ve
mini spin kolonu temiz 1.5 ml’lik mikrotiipe konularak eski toplama tiipii ¢cope atildi.
Kolonun kenarlarma degdirmeden 100 pul AE tamponu eklendi ve 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. 8000 rpm’de 2 dk santrifuj edildikten sonra DNA 1.5 ml’lik
mikrotliipe gecmis oldu ve mini spin kolonu ¢Ope atilarak DNA igeren tiipler

numaralandirilarak -20°C’ye kaldirildi.

2212 Genomik DNA orneklerinin spektrofotometre olciimii ile

konsantrasyonunun belirlenmesi

izole edilen genomik DNAlarin konsantrasyonu laboratuvarimizdaki UV-goriiniir
bolge spektrofotometre cihazi kullanilarak tespit edildi. Bu cihazda izole edilmis olan
DNA’larin 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslar1 500 pl hacimli kuvars kiivet
kullanilarak oOlgiildii ve daha sonra asagida verilen formiil kullanilarak
konsantrasyonlar1 hesaplandi. Olgiimler alinirken DNA &rneklerine 30 kat seyreltme

uygulandi bu nedenle hesaplamalar yapilirken seyreltme faktorii olarak 30 kullanildi.

Teorik olarak, 1 pl soliisyondaki 50 ng genomik DNA’nin 260 nm’deki absorbansi
1.0’dir. Buna gore genomik DNA orneklerinin konsantrasyonu asagidaki 2.1 nolu

formiile gore hesaplanabilir.

Konsantrasyon (ng/pl) = Azeonm X 50 (ng/pl) x Seyreltme Faktorii (2.1)

2.2.1.3 Genomik DNA o6rneklerinin spektrofotometre olciimii ile Kkalitesinin

kontrolii

DNA 260 nm’de maksimum absorbans verirken, proteinler ise 280 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Kalitatif analiz (kalite belirleme) i¢in izole edilen DNA

orneginin spektrofotometrede 260 ve 280 nm i¢in absorbanslari okundu ve oranlandi.

A260/Azgo orani; 1.8 ise DNA saftir denebilir, 1.8’den biiyiik ise RNA kontaminasyonu
diistiniiliir, 1.8”den kiiciik ise protein kontaminasyonu diisiiniiliir. Buna gore tim DNA
orneklerinin kalite kontrolii yapilarak genotiplemede kullanilip kullanilamayacagina

karar verildi.
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2.2.14 Genomik DNA orneklerinin agaroz jel elektroforezi ile kalitesinin

kontrolii

DNA orneklerinin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile de kontrol edilebilir. Bu yontem
ile DNA’nin pargalanmamis tek parca halinde olup olmadig1 gézlemlenebilir. Tek bir
bant goriiliirse DNA saglam ve bozulmamis demektir (Sekil 2.1). Eger birden fazla
bant ya da siirlintii halinde bir goriintli olursa bu DNA’nin bozulmus olabilecegine bir
isarettir ve izolasyonun tekrarlanmasi gerekir. Bu amacla %0.5’1ik agaroz jel

hazirland1 ve genomik DNA 6rnekleri bu jelde yiiriitiilerek kalite kontrolleri yapildi.

Prosediir

%0.5 (ag / hac)’lik agaroz jel, 15 mg agaroz tozu, pH 8.3 olan 30 ml 0.5X TBE
tamponunda (stok soliisyonundan on kez seyreltilmig) eritilerek hazirlandi.
Stispansiyon, mikrodalga firinda, agaroz tozu tamamen eriyene ve renksiz goriiniime

sahip olana dek 1sitild1.

Soliisyon, homojen bir karisim elde etmek icin stirekli bir karistirma ile dis ortamda
sogutuldu. Yaklasik olarak 60°C'ye sogutuldugunda 1.5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml)

cozeltiye ilave edildi ve karistirildi.

Jel tepsisi hazirland1 ve taraklar jel tepsisindeki uygun olan yerlere yerlestirildi. Sicak
jel ¢ozeltisi, jel tepsisine dokiildii ve pipet ucu yardimi ile hava kabarciklart dikkatle

cikarildi. Jel oda sicakliginda yaklasik 20-30 dk bekletilerek sertlesmesi saglandi.

Jel sertlestikten sonra tepsisi ile birlikte 0.5X TBE tamponu ile doldurulmus jel tankina
yerlestirildi. Her bir DNA 6rneginin 5 pL'si, temiz bir parafilm pargasi lizerinde 2 pl
yiikleme boyasi ile mikropipet kullanarak karistirildi. (Yiikleme boyasi, icerigindeki
gliserol sayesinde DNA'nin kuyucuk igerisine ¢okerek tampona karigmasini onlerken
boyalar sayesinde de Ornege renk vererek hem kuyucuklara daha rahat yiikleme
yapilmasini hem de yiiriime isleminin takip edilmesini saglar.) Karigimlar kuyucuklara
yiiklendi. Bir kuyucuk i¢in de DNA 6rnegi yerine, 250-10000 b¢ arasinda bantlar veren
bir DNA belirteci (1 kb’lik DNA ladder) kullanilarak yiikleme yapild1 ve tankin kapagi
elektrotlar dogru eslesecek ve tam kapatilacak sekilde yerlestirildi.

Jel tanklari, negatif yiiklii DNA'min pozitif kutup (anot) yoniinde hareket etmesini

saglayacak bir elektrik akimi olusturmak i¢in elektrikli teller (elektrot) ile ¢evrilidir.
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DNA igeren kuyucuklar negatif kutup (katot) tarafinda bulunurlar. Jel tankinin
kapagina bagli bulunan elektrotlar gii¢ kaynagina dogru sekilde yerlestirildi ve sisteme
90 volt verilmesi i¢in giic kaynagi ayarlandi. Jel bromofenol mavisi jelin altina

ulasincaya kadar yaklasik bir saat boyunca ¢alistirildi.

Jelin resmi, Vilber Lourmat Jel Goriintilleme Sistemi'ne entegre Vision capture
(Siiriim 16.09) program1 kullanilarak ¢ekildi (Sekil 2.1). Ilk olarak jel, goriiniir 151310
altina yerlestirildi ve jelin konumu ile netligi ayarlandi. Daha sonra etidyum bromiiriin
1s1masini goérebilmek i¢in 360 nm dalga boyunda UV 1s181ina maruz birakildi. Etidyum
bromiir, DNA’nin biiylik oluguna yerleserek baglanir ve yalnizca DNA ile etkilesimde
oldugu durumda UV 15181 yansitan interkalator bir ajandir. Saf genomik DNA 6rnekleri
tek bant varligi ile tanimlanirken, RNA kontaminasyonunda ikinci bandin ve
parg¢alanan DNA oldugu durumlarda ise dagilmis bir goriintii olarak gdzlemlenmesi
bekleniyordu. Sekil 2.1°de ilk kuyucukta 1 kb’lik bir DNA belirteci bulunmaktadir.
Diger kuyucuklarda ise laboratuvarimizda izole edilmis olan DNA’lar goriilmektedir.
Genomik DNA ¢ok biiyiik bir molekiil oldugu i¢in belirtecin en biiyiik bandindan bile
geride kalmistir. DNA yiikli kuyucuklardaki bantlara baktigimizda biitiinligi
bozulmamis ve yogunlugu yeterince kuvvetli bantlar gézlemlenmektedir. Bu da bize
izole edilen DNA’larin parcalanmamis ve RNA kontaminasyonuna ugramamis
oldugunu gostermektedir. Deneylerin diger asamalarinda kullanilabilecek kalitede

genomik DNA’lar elde edilmistir.

2.2.2 CTGF rs6918698G/C ve rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizmlerinin

restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi metodu ile genotiplenmesi

Standart restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) belirleme yonteminde
oncelikle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile polimorfik niikleotidi igeren bolgeler
cogaltilir. Bu islem sirasinda bolgeye uygun dizayn edilmis primerler, amplifikasyon
tamponu, Taq DNA polimeraz gibi kimyasallar kullanilir. Daha sonra PCR {iriinlerinin
kalitesi ve dogru biiyiikliikte olup olmadiklar1 agaroz jel yontemi ile kontrol edilir.
Dogru biiytiklikte PCR f{irtinleri elde edildikten sonra bu firiinler bolgeye ozel
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile inkiibasyona birakilir. Her restriksiyon
endoniikleazinin tanidigi, genellikle bir hekzamer veya bir tetramer olan belirli bir

niikleotit dizisi vardir. Bu dizideki herhangi bir degisiklik enzimin DNA'yi
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kesememesi ile sonuglanir. Tek niikleotit polimorfizmlerine neden olan niikleotit
degisimleri de bu olaya neden olur. Sonug¢ olarak, bu teknigi kullanarak bir

poplilasyonun genotiplerini belirlemek miimkiindiir.

Sekil 2.1 : Izole edilmis DNA 6rneklerinin %0.5°lik agaroz jelde goriintiilenmesi.

Bu iki polimorfizmin genotiplemesi, standart RFLP yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Bu ¢aligmada genotiplemesi yapilan CTGF genindeki
polimorfizmler, amplifikasyon bolgeleri, PCR iirlin boyutlar1 ve restriksiyon

endonukleazlar1 Tablo 2.3'te verilmektedir.

Tablo 2.3 : CTGF geninde ¢alisilan polimorfizmler, amplifikasyon bolgeleri, PCR
iirtin boyutlar1 ve restriksiyon endoniikleazlari.

PCR Restriksiyon
Polimorfizm Bulunduklar1 | Uriin Endoniikleaz | Kyrilma iiriinlerinin
Adlan bolge Boyutlar1 | Enzimleri uzunlugu
GG =127, 67 bg
rs6918698G/C | Promotor, 194 bg BseRl _
-045 GC =194, 127, 67 bg
CC=1%b¢
3’ transle CC=191bg
rs9399005C/T | edilmeyen 191 bg Mscl CT=191.155.36 b
bolge ’ ’ ¢
TT =155, 36 bg
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PCR reaksiyonu i¢in Eppendorf Mastercycler, kesim sirasinda 6rnekleri inkiibe etmek

icin ise Biosan kuru blok 1sitic1 kullanilmustir.

2.2.2.1 rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizminin genotiplemesi
rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizminin polimeraz zincir reaksiyonu

rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizmi CTGF geninin promotor bolgesinde -945
pozisyonunda bulunur. Bu polimorfizmi igeren bolgeyi ¢cogaltmak icin bdlgeye uygun
tasarlanmis bir ¢ift primer kullanildi. Primer dizileri Tablo 2.1°de gosterilmistir. Diger

PCR malzemeleri su sekildedir;

1. Taq DNA Polimeraz (10 U/ul), Taq DNA Polimeraz ile birlikte satilan PCR
Amplifikasyon Tamponu (10X) ve MgCl. Solisyonu (25 mM)

2. dNTP Karigimi (Her niikleotitten 10 mM)
3. [lleri ve Geri Primerler (10 pmol/pl)
4. DMSO

Prosediir

CTGF rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizmini iceren bolgeyi cogaltmak igin
kullanilan primerlerin baglandig1 niikleotitler ve restriksiyon enziminin tanidigi

niikleotitler Sekil 2.2°de gosterilmektedir.

HTGAGGTAACGGTTTTGGGACAAGAAAbAGAACAAAGACGCGTGTGAtTCAGGATGCAGTCT
CCTGGGGCAGATTTCCAAAACTCTTGCTTAGTTTTCTCTTAATATATGTAGGAGTTTTATAT

AGGCAAGGACAAG GAGTGGCCATCAAPGTTTCCAGAARAAGGGATCCATTGTTCTATC
AGAGCAAATGATTCRGTGTTGGGTAGGTAGGGGCTETGGGTGTCAGGGTGGGAACACTGGGA

TGCARAGGGGGTT

Sekil 2.2 : CTGF geninin rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizmini igeren
bolgesinin sekans1 (Url-9). ileri ve geri primerlerin tamdig1 bdlgeler mavi renkli
kutucugun i¢inde, BseRI restriksiyon enziminin tanidig1 ve kestigi bolge kirmizi renkli
kutucugun icinde ve polimorfik niikleotit de kirmizi renkli olarak belirtilmektedir.

Standart polimeraz zincir reaksiyon protokolii, hedef SNP'yi iceren tek bir spesifik
iiriin elde edebilmek amaciyla optimize edildi. Farklt MgClz konsantrasyonlar1 (2.5

mM, 2.25 mM, 2 mM, 1.5 mM ve 1.25 mM) , kalip DNA miktarlart (400 ng, 300 ng

ve 200 ng), primer konsantrasyonlari (20 pmol, 30 pmol ve 40 pmol) ve DMSO
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kullanimi ile en iyi sonuca ulasmak i¢in denemeler yapildi. Optimize edilmis PCR

karisim igerigi Tablo 2.4'te listelenmektedir.

Tablo 2.4 : rs6918698G/C bdlgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR karigimu.

Icerik 1 tip icin | Stok 50 pl reaksiyon karisimindaki
eklenen hacim | konsantrasyonu | son konsantrasyon

Steril Apirojen H20 degisken

Amplifikasyon 5ul 10X 1X

Tamponu

MgCl> 5ul 25 mM 2.5 mM

dNTP Karisimi1 I ul 10 mM 200 uM

DMSO 2.5l 100% 5%

fleri Primer 2 ul 10 pmol/pl 20 pmol (400 nM)

Geri Primer 2 ul 10 pmol/ul 20 pmol (400 nM)

Kalip DNA degisken degisken 200 ng

Tag DNA Polimeraz | 0.25 ul 5 U/ul 1.25U

Bolgeyi cogaltmak icin kullanilan optimize edilmis termal dongii programi Tablo
2.5’te gosterilmektedir. Bu optimize kosullar1 elde edebilmek amaciyla gradient PCR

teknigi kullanildi ve primer baglanmasi asamasi i¢in farkli sicakliklar ile deneme

yapildi.
Tablo 2.5 : rs6918698G/C SNP bolgesinin PCR’inda kullanilan termal dongi
programi.
[k denatiirasyon 94°C 3 dk.
Denatiirasyon 95°C 30 sn.
Primer baglanmasi (Annealing) 61°C 20 sn. 40 dongu
Sentez 72°C 50 sn.
Son uzama 72°C 10 dk

PCR sonucunda elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforez yontemi ile incelendi.
Bunun i¢in, PCR firiinlerinin biiyiikliiglinlin goriilmesini saglayacak yogunlukta
%?2’lik bir agaroz jel; 2 g agaroz tozu, pH 8.3 olan 100 ml 0.5X TBE tamponunda (stok
soliisyonundan on kez seyreltilmis) eritilerek hazirlandi. Mikrodalga firinda, agaroz
tozu tamamen eriyene ve renksiz goriiniime sahip olana dek 1sitilan soliisyon, homojen
bir karisim elde etmek i¢in stirekli bir karistirma ile dis ortamda sogutuldu. Yaklasik

olarak 60°C'ye sogutuldugunda 5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ¢6zeltiye ilave edildi
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ve karistirildi. Jel hazirlama prosediiriine 2.2.1.4 nolu béliimde anlatildigr gibi devam

edildi.

PCR iirlintiniin 12 pl’si, 2 pl bromofenol mavisi igeren bir yiikleme tamponu ile
karistirilarak jele yiiklendi. Ayni zamanda 50-1000 bg arasinda bantlar veren bir DNA
belirteci (50 bg¢’lik DNA ladder) de jele yiiklenerek elde edilen bandin biiyiikligi
tahmin edilebildi.

rs6918698G/C bolgesine ait PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile

kirilmasi

1s6918698G/C genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak
Sekil 2.3’te aciklanmistir. PCR f{iriinleri BseRI enzimi ile inkiibe edilir; ¢iinkii BseRl
enziminin tanima bolgesi asagidaki gibidir:

5 . GAGGAGI(N). T . .3

F...CTCCTC(N) R 5
Bu dizide N ile gosterim 4 niikleoitten herhangi biri olabilecegi anlamina gelmektedir.

(N)10 gosterimi o diziden sonra 10 niikleotit daha oldugunu gosterir.

rs6918698G/C polimorfizminde yabanil genotipteki (G) bir DNA’dan iiretilen PCR
iirlinlinde bu bolge vardir ve PCR iiriinii BseRlI ile bekletildiginde 194 b¢’lik PCR
irtiniiniin 127 bg ve 67 be¢’lik iki parcaya ayrilmasi beklenir ve kirilma reaksiyonu
tirtinleri agaroz jel elektroforezinde incelendiginde 127 bg¢ ve 67 bg¢ boyutlarinda iki
ayr1 bant seklinde goriinmelidir. Polimorfik (C) genotipteki bir DNA’dan iiretilen PCR
irlinlinde ise bu bolgenin dizisi degismistir ve BseRI enziminin tanidig1 niikleotit
dizisi bulunmaz, 194 b¢’lik PCR iiriinii kesilmesi beklenmez ve kirilma reaksiyonu
tirtinleri agaroz jel elektroforezinde incelendiginde 194 b¢ boyutunda tek bant seklinde
goriinmelidir. Bu durumda kirilma tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda 194
b¢ boyunda tek bant goriiliiyorsa bu DNA’ya sahip bireyin bu bolge i¢in polimorfik
homozigot genotipte (CC) oldugu sdylenebilir. Eger 127 b¢ ve 67 b¢ boyutunda 2 bant
goriililyorsa yabanil homozigot (GG) oldugu sOylenebilir. Eger 194, 127 ve 67 bg

boyutlarinda 3 bant goriiliiyorsa o zaman bu birey heterozigottur (GC) denilebilir.
Kimyasallar

BseR| restriksiyon endoniikleaz enzimi, Tampon ¢ozelti
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Yabanil Tip rs6918698 Polimorfik rs6918698

1 l

5 GAGGAGTGGCCATCAATGT ¥ 5 — GACGAGTGGCCATCAATGT ¥
7 CTCCTCACCGGTAGTTACA g y w—— CTGCTCACCGGTAGTTACA 5
BseRIile BseRlile
kesim olur kesim olmaz
s GAGGAGTGGCCATCAA TGT ¥ Y — GACGAGTGGCCATCAATGT >
y we—— CTCCTCACCGGTAG + TTACA g y w— CTGCTCACCGGTAGTTACA 3
127b¢ fragman 67bg fragman 194b¢ fragman

194 BT s
s 127 b

cam 67 b

CC GG cGC

Sekil 2.3 : CTGF rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizmine ait genotiplerin
belirlenmesi; sematik agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Prosediir

Bu enzim fast-digest bir enzimdir ve inkiibasyon siiresi 15 dk olarak 6nerilmektedir.
Yapilan optimizasyon ¢aligsmalar1 sonunda rs6918698G/C bolgesinin PCR iiriinlerinin
BseRl ile kesilmesinde en iyi sonuglarin Tablo 2.6’daki igerik ile 37°C’de 45dk inkiibe

edilmesi ile elde edildigi belirlendi.

Tablo 2.6 : rs6918698G/C polimorfizmi igin restriksiyon endoniikleaz reaksiyonu
karisimi bilesenleri.

icerik Stok 1 tiip igin 30 pl reaksiyon
konsantrasyonu | eklenen hacim karisimindaki son
konsantrasyon
Reaksiyon Tamponu 10X 3ul 1X
BseRI 5000 U/mL 1 ul 5U
Apirojen distile H,O 11 ul
PCR iiriinii degisken 15 ul degisken

Inkiibasyonun sonunda restriksiyon iiriinlerinin uzunlugunu analiz etmek igin
%2.5’1uk bir agaroz jel; 2.5 g agaroz tozu, pH 8.3 olan 100 ml 0.5X TBE tamponunda
(stok soliisyonundan on kez seyreltilmis) eritilerek hazirlandi. Mikrodalga firinda,
agaroz tozu tamamen eriyene ve renksiz goriiniime sahip olana dek 1sitilan soliisyon,
homojen bir karisim elde etmek i¢in siirekli bir karistirma ile dis ortamda sogutuldu.

Yaklasik olarak 60°C'ye sogutuldugunda 5 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) ¢ozeltiye
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ilave edildi ve karistirildi. Jel hazirlama prosediiriine 2.2.1.4 nolu boliimde anlatildigi

gibi devam edildi.

15 pl restriksiyon tirlinii, 2 pl ylikleme boyasi ile karistirildi ve jele yiliklendi; tirtinlerin
uzunlugunu belirlemek icin 50 b¢ DNA belirteci de yiiklendi. Jel yaklagik 90 dakika
120 voltta ¢alistirildi.

Bu polimorfizm i¢in RFLP yonteminin genotipleri dogru belirleyip belirlemedigini
test etmek amaciyla, genotipi PCR/RFLP-agaroz jel yontemi ile belirlenmis olan,
homozigot yabanil tip (GG) ve homozigot polimorfik genotipe (CC) sahip iki kisinin
PCR iiriinii segilerek sekanslamaya yollandi. Sekanslama islemi Applied Biosystems
310 DNA dizi analizi cihazinda Ref-Gen firmasma yaptirildi. Sekil 2.4°te de
goriilebilecegi gibi RFLP ile homozigot yabanil tip (GG) genotipe sahip olduguna
karar verilen kiginin DNA’sindan elde edilen PCR iiriinlinde beklenildigi gibi BseRI
icin kesim bolgesi olarak taninan GAGGAGTGGCCATCAA dizisi goriildii. Sekil
2.5’te ise RFLP ile homozigot polimorfik genotipe (CC) sahip olduguna karar verilen
kisinin DNA’sindan elde edilen PCR f{irlinlinde beklenildigi gibi BseRI i¢in kesim
bolgesi olarak taninmayan GACGAGTGGCCATCAA dizisi goriildii. Bu sonuglara

gore RFLP sonucunda karar verilen genotiplerin dogrulugu teyit edildi.
2.2.2.2 1rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizminin genotiplemesi

rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizminin polimeraz zincir reaksiyonu

rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizmi CTGF geninin 3’ transle edilmeyen
bolgesinde bulunur. Bu polimorfizmi igeren bdlgeyi ¢cogaltmak i¢in bdlgeye uygun
tasarlanmis bir ¢ift primer kullanildi. Primer dizileri Tablo 2.1°de gosterilmistir. Diger

PCR malzemeleri su sekildedir;

1. Taq DNA Polimeraz (10 U/ul), Taqg DNA Polimeraz ile birlikte satilan PCR
Amplifikasyon Tamponu (10X) ve MgCl> Soliisyonu (25 mM)

2. dNTP Karisimi (Her niikleotitten 10 mM)
3. [lleri ve Geri Primerler (10 pmol/pl)

4. DMSO
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Prosediir

CTGF 1rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizmini igeren bdlgeyi ¢ogaltmak igin
kullanilan primerlerin baglandig1 niikleotitler ve restriksiyon enziminin tanidigi

niikleotitler Sekil 2.6’da gosterilmektedir.

ARACATTTTCCACGTGCAAGGCACATAGACTAGTTGTGATGTGAAGGGT TGGARRCTAACC
TATAYGGCCAEAGAGGTACARATGCCARAAGGACCAAGTGTAATACAACAGGGT TARTGGA
GACTGAAGTAATCTAGAGAGAATTGAATTTAAAGTGTCTATARAGTTCTGTGAAGATAACAA
ARARRATGGCTGTATAGT(AATGTGGTGTGTATGCCTGCARGTCTGTGATACTTGATTCAGT

Sekil 2.4 : CTGF geninin rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizmini igeren bolgesinin
sekans1 (Url-10). Ileri ve geri primerlerin tamdig1 bélgeler mavi renkli kutucugun
icinde, Mscl restriksiyon enziminin tanidigi ve kestigi bolge kirmizi renkli kutucugun
icinde ve polimorfik niikleotit de kirmiz1 renkli olarak belirtilmektedir.

Standart polimeraz zincir reaksiyon protokolii, hedef SNP'yi iceren tek bir spesifik
iiriin elde edebilmek amaciyla optimize edildi. Farklt MgClz konsantrasyonlar1 (2.5
mM, 2.25 mM, 2 mM, 1.5 mM ve 1.25 mM), kalip DNA miktarlar1 (400 ng, 300 ng
ve 200 ng), primer konsantrasyonlar1 (20 pmol, 30 pmol ve 40 pmol) ve DMSO
kullanimi ile en iyi sonuca ulasmak i¢in denemeler yapildi. Optimize edilmis PCR
karigim igerigi Tablo 2.7'de listelenmektedir. Bolgeyi c¢ogaltmak i¢in kullanilan
optimize edilmis termal dongili programi Tablo 2.8’de gosterilmektedir. Bu optimize
kosullar1 elde edebilmek amaciyla gradient PCR teknigi kullamildi ve primer

baglanmas1 asamasi i¢in farkli sicakliklar ile deneme yapildi.

Tablo 2.7 : rs9399005C/T bolgesini cogaltmak i¢in kullanilan PCR karigima.

Icerik 1 tiip icin Stok 50 pl reaksiyon
eklenen hacim konsantrasyonu karisimindaki son

konsantrasyon

Steril Apirojen H2.0 degisken

Amplifikasyon Tamponu S5ul 10X 1X

MgCl; 5ul 25 mM 2.5 mM

dNTP Karigimi 1 pl 10 mM 200 uM

DMSO 2.5l 100% 5%

Ileri Primer 2 ul 10 pmol/pl 20 pmol (400 nM)

Geri Primer 2 ul 10 pmol/pl 20 pmol (400 nM)

Kalip DNA degisken degisken 200 ng

Tag DNA Polimeraz 0.25 ul 5 U/ul 1.25U
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Sekil 2.5 : CTGF rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizmi i¢in RFLP ile homozigot yabanil tip (GG) genotipe sahip olduguna karar verilen kisinin
DNA’sindan elde edilen PCR iiriiniiniin sekans goriintiisii.
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Sekil 2.6 : CTGF rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizmi i¢in RFLP ile homozigot polimorfik (CC) genotipe sahip olduguna karar verilen kisinin
DNA’sindan elde edilen PCR iiriiniiniin sekans goriintiisii.




Tablo 2.8 : rs9399005C/T SNP bolgesinin PCR’inda kullanilan termal dongii
programi.

[k denatiirasyon 94°C 3 dk.

Denatiirasyon 95°C 30 sn.

Primer baglanmasi (Annealing) 57°C 20 sn. 40 dongii
Sentez 72°C 50 sn.

Son uzama 72°C 10 dk

PCR sonucunda elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforez yontemi ile incelendi.
Bunun i¢in, PCR firlinlerinin biiyiikliigliniin goriilmesini saglayacak yogunlukta
%?2’lik bir agaroz jel 2.2.2.1 nolu bdliimde anlatildig1 gibi hazirlandi. PCR {iriinliniin
12 ul’si, 2 pl bromofenol mavisi iceren bir yiikleme tamponu ile karistirilarak jele
yiiklendi. Ayn1 zamanda 50-1000 bg¢ arasinda bantlar veren bir DNA belirteci (50
b¢’lik DNA ladder) de jele yiiklenerek elde edilen bandin biiyiikliigii tahmin edilebildi.

rs9399005C/T bolgesine ait PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile

kirilmasi

rs9399005C/T genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak
Sekil 2.7°de agiklanmistir. PCR iirtinleri Mscl enzimi ile inkiibe edilir; ¢iinkii Mscl
enziminin tanima bolgesi asagidaki gibidir:

5. . TGGCCA...3

3...ACCGGT...5
rs9399005C/T polimorfizminde yabanil genotipteki (C) bir DNA’dan iiretilen PCR
iriiniinde bu bolge yoktur ve PCR firiinii Mscl ile bekletildiginde 191 b¢’lik PCR
iriiniiniin  kesilmesi beklenmez ve kirilma reaksiyonu iriinleri agaroz jel
elektroforezinde incelendiginde 191 bg¢ boyutunda tek bant seklinde gériinmelidir.
Polimorfik genotipteki (T) bir DNA’dan tiretilen PCR iiriiniinde ise bu bolgenin dizisi
degismistir ve Mscl enziminin tanidig1 niikleotit dizisi bulunur. 191 bg¢’lik PCR iirlinii
Mscl ile bekletildiginde PCR iiriiniiniin 155 bg¢ ve 36 bg’lik iki pargaya ayrilmasi
beklenir ve kirilma reaksiyonu iiriinleri agaroz jel elektroforezinde incelendiginde 155
b¢ ve 36 b¢ boyutlarinda iki ayr1 bant seklinde goriinmelidir. Bu durumda kirilma
tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda 191 b¢ boyunda tek bant goriiliiyorsa

bu DNA’ya sahip bireyin bu bdlge i¢in yabanil homozigot genotipte (CC) oldugu
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sOylenebilir. Eger 155 bg¢ ve 36 bg boyutunda 2 bant goriiliiyorsa polimorfik homozigot
(TT) oldugu soylenebilir. Eger 191, 155 ve 36 b¢ boyutlarinda 3 bant goriiliiyorsa o
zaman bu birey heterozigottur (CT) denilebilir.

Kimyasallar
Mscl restriksiyon endoniikleaz enzimi, Tampon ¢ozelti
Prosediir

Bu enzim fast-digest bir enzimdir ve inkiibasyon siiresi 15 dk olarak onerilmektedir.
Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonunda rs9399005C/T bolgesinin PCR {irtinlerinin
Mscl ile kesilmesinde en iyi sonuglarin Tablo 2.9°daki igerik ile 37°C’de 45dK inkiibe

edilmesi ile elde edildigi belirlendi.

Yabanil Tip rs9399005 Polimorfik rs9399005
:
l l X
s CGGCCA » 5 — G G CC/ =—
g — G CCGGT m— g — ACCGGT

Mscl ile kesim w ACicjle keaim hm
oimaz. - x olur.

g CGGCCA » 5 TGG ; CCA
g — GCCGGT m— 5 3 — ACC ~ GGT

191bg fragman 155b¢ fragman 36bg fragman

o
3
5

LY p—

e 155

1

€ TFE ‘€T

Sekil 2.7 : CTGF rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizmine ait genotiplerin
belirlenmesi; sematik agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Tablo 2.9 : rs9399005C/T polimorfizmi icin restriksiyon endoniikleaz reaksiyonu
karigimi bilesenleri.

Icerik Stok 1 tiip icin 30 pl reaksiyon
konsantrasyonu eklenen hacim karisimindaki son
konsantrasyon
Reaksiyon Tamponu 10X 3ul 1X
Mscl 5000 U/mL 1 ul 5U
Apirojen distile H,0 11l
PCR iirlinii degisken 15 ul degisken
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Inkiibasyonun sonunda restriksiyon iiriinlerinin uzunlugunu analiz etmek igin
%2.5’luk agaroz jel 2.2.2.1 nolu bdliimde anlatildigr gibi hazirlandi. 50 b¢ DNA
belirteci ve 15 pl restriksiyon tiriinii jele yiiklendi. Jel yaklasik 90 dakika 120 voltta
calistirildi. Bu polimorfizm igin de genotipi PCR/RFLP-agaroz jel yontemi ile
belirlenmis olan, homozigot yabanil tip (CC) ve homozigot polimorfik genotipe (TT)
sahip iki kiginin PCR iiriinii secilerek sekanslamaya yollandi. Sekanslama islemi
Applied Biosystems 310 DNA dizi analizi cihazinda Ref-Gen firmasina yaptirildi.
Sekil 2.8’de de goriilebilecegi gibi RFLP ile homozigot yabanil tip (CC) genotipe
sahip olduguna karar verilen kisinin DNA’sindan elde edilen PCR f{iriiniinde
beklenildigi gibi Mscl i¢in kesim bdlgesi olarak taninmayan CGGCCA dizisi goriildii.
Sekil 2.9°da ise RFLP ile homozigot polimorfik genotipe (TT) sahip olduguna karar
verilen kisinin DNA’sinan elde edilen PCR fiiriiniinde beklenildigi gibi Mscl i¢in kesim
bolgesi olarak taninan TGGCCA dizisi goriildii. Bu sonuglara gére RFLP sonucunda

karar verilen genotiplerin dogrulugu teyit edildi.

2.2.3 CTGF rs12526196T/C ve rs9402373C/G tek niikleotit polimorfizmlerinin

es zamanh PCR metodu ile genotiplenmesi

CTGF genindeki rs12526196T/C ve rs9402373C/G SNP’lerinin genotiplemesi es
zamanl (real-time) PCR cihazinda floresan isaretli alel spesifik TagMan problari
kullanilarak yapilmistir. Bu SNP’ler i¢in fonksiyonel olarak test edilmis genotipleme
kitleri piyasada mevcuttur ve Tablo 2.2’de TagMan Assay numaralari verilmistir. Bu
genotipleme ¢aligsmalar1 Applied Biosystems, StepOnePlus Real-Time PCR Sistemleri
cthaz1 kullamilarak yapildi (Sekil 2.10). Bu yontemde genotipleme mastermiksi,

genotipleme kiti ve kit ile izole edilmis genomik DNA’lar kullanild1.

Mastermiksin igeriginde AmpliTaq Gold® DNA Polimeraz, deoksiniikleotit
trifosfatlar (dNTPs), pasif referans boyasi olarak ROX™ ve tampon Ozellikleri
saglayacak maddeler bulunmaktadir. ROX boyas1 analiz sirasinda reporter boyanin
sinyalinin normalize edilmesini saglar. Mastermiks i¢in piyasada hem universal
mastermiks hem de genotipleme ¢aligmalari i¢in kullanilan genotipleme mastermiks
alternatifleri bulunmaktadir. Bu ¢alismada her ikisi ile de deneme yapild1 ancak

sonrasinda genotipleme mastermiksinin kullanilmasina karar verildi.
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Sekil 2.8 : CTGF rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizmi i¢in RFLP ile homozigot yabanil tip (CC) genotipe sahip olduguna karar verilen
kisinin DNA’sindan elde edilen PCR f{iriiniiniin sekans goriintiisii.

u“ ey,
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Sekil 2.9 : CTGF rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizmi i¢in RFLP ile homozigot polimorfik tip (TT) genotipe sahip olduguna karar verilen

kisinin DNA’sindan elde edilen PCR {iriiniiniin sekans goriintiisii.
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Sekil 2.10 : Applied Biosystems, StepOnePlus Real-Time PCR Sistemleri ve cihaza
uygun 96 kuyucuklu plaka.

Genotipleme kitleri polimorfik bolgelere 6zel olarak iiretilir. Bu kitlerin herbirinin
icerisinde polimorfik bolgeyi igeren dizinin sinirlarini belirleyen ileri ve geri primerler
vardir. Bunlar PCR islemi sirasinda bu bolgenin ¢ogaltilabilmesini saglar. Ayni
zamanda her analiz kitinin icerisinde ait oldugu polimorfik bolgeye 6zel 2 tip floresan
isaretli TagMan prob bulunmaktadir. Bu problardan biri polimorfik niikleotidin oldugu
bolgeyi tanir ve baglanir, digeri ise yabanil tip in oldugu bolgeyi tanir ve baglanir. Bu
problarin 5’ ucuna bagl reporter boya bulunmaktadir ve bu boyalar iki prob igin
birbirinden farkli boyalardir (Sekil 2.11). Bu calismada kullanilan kitlerde FAM ve
VIC boyalar1 bulunmaktadir ve her biri her kit i¢in farkli bir aleli temsil eder. Bu
calismada FAM ve VIC boyalarinin temsil ettigi aleller Tablo 2.10’daki gibidir.

Tablo 2.10 : Calisilan SNP bolgelerine gore FAM ve VIC boyalarmin temsil ettigi
aleller.

Polimorfizm Blllunduklarl FAM VIC
adlan bolge

rs12526196T/C 1. intron T C
rs9402373C/G 3. intron G C

Bu boyalar serbest haldeyken 1s1ma verir ancak proba bagli iken, probun diger ucunda
bagli olan quencher bu boyay:1 baskilar ve 1s1ma vermesini engeller. PCR islemi
sirasinda amplifikasyon gerceklesirken Taq polimeraz enzimi reporterin bagli oldugu
bolgeye geldiginde endoniikleaz aktivitesi ile reporter boyayr bagl oldugu yerden
koparip serbest birakir. Serbest kalan reporter boya da 1s1ma yapar (Sekil 2.11).
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1. Genotipleme kiti icerikleri ve kalip DNA
N Tag-man prob Tag-man prob

ileri primer v 13 Q & ¢ o Geri primer

~

Kalip DNA

v

2. Denature olmus kalip DNA ve kit
ceriklerinin kaliba baglanmasi

“

ileri primer Tag-man prob Tag-man prob Geri primer
rep v v @ '3 wrrr P
..\ / A v
o
3. Polimerizasyon ve sinyal olusumu C 4‘ _'3::: Gold
Ge.ri primer
= o
® 4

a

ileri primer Tag-man prob

= . :]' 0 ...... Kalip DNA

Sekil 2.11 : TagMan problarin ve ileri/geri primerlerin genomik DNA’ya baglanmasi
ve amplifikasyon sirasinda boyanin ayrilip 1s1ma vermesi.

Bu 1simalar PCR islemi sirasinda es zamanli olarak yazilim programi tarafindan
kaydedilir ve takip etmemize olanak saglar. Yazilim programi hem PCR dongiisiinii
hem de sonuglar1 anlik goriintiilemeye olanak saglar. Reaksiyon sonucunda da
amplifikasyon egrilerine gore orneklerin genotiplerini belirler ve bu genotiplere gore
alelik ayirma grafigi olusturarak tiim 6rnekleri tek bir grafikte goriintiilememizi saglar.
Sekil 2.12°de gosterildigi gibi amplifikasyon egrisinden genotipler su sekilde
belirlenir; eger ornegin genotipinde FAM boyasinin bagli oldugu probun sekansina
uyan alel homozigot olarak varsa sadece FAM boyas1 peak verir; eger VIC boyasinin
bagli oldugu probun sekansina uyan alel homozigot olarak varsa sadece VIC boyasi

peak verir; eger heterozigot birey ise ikisi birden peak verir.

2.2.3.1 rs12526196T/C tek niikleotit polimorfizminin es zamanh PCR metodu ile

genotiplenmesi

Bu bélgenin genotiplemesinde kullanilan kitin numarasi Tablo 2.2°de ve boyalarin
hangi aleli temsil ettigi Tablo 2.10’da belirtilmistir. Bu malzemeler ile dncelikle ayni
DNA’lar i¢in 25 pl ve 10 pl’lik reaksiyon karisimlart hazirlanarak reaksiyon

gerceklestirildi ve sonuglar karsilastirilarak hangisinde daha iyi sonu¢ alindigi
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degerlendirildi. Deneme sonucunda 10 pl karisim ile iyi sonuglar alinabildigi

gorildiigii i¢in caligmalara bu sekilde devam edildi.
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Sekil 2.12 : a. FAM boyal1 proba uygun alel oldugundaki egri. b.Her iki boyanin da
oldugu problara uygun alellere oldugundaki egri. c. VIC boyali proba uygun alel
oldugundaki egri.

Malzemeler
Mastermiks, Floresan isaretli alel spesifik genotipleme kiti, Genomik DNA

Prosediir

Tablo 2.11 baz alinarak mastermiks ile genotipleme kiti 6rnek sayisina uygun
hesaplamalar yapilarak karistirnlldi ve cihaza uygun 96 kuyucuklu plakanin
kuyucuklarina esit miktarda dagitildi. Daha sonra uygun konsantrasyonda hazirlanan
genomik DNA’lar duplike olarak kuyucuklara eklendi ve 2 kuyucuga da negatif
kontrol olarak icerisinde DNA olmayan saf su eklendi. Genomik DNAlar, Qiagen
DNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilen DNA’lardan seyreltme yapilarak
hazirlandi. Plakanin {izeri bu amaca uygun alinmis olan yapiskan ile diizgiince
kapatildi. Plaka 1000 rpm’de 2 dk siireyle santrifuj edildi ve sonrasinda cihazin
igerisine yerlestirildi. StepOne Software v2.3 yazilim programina Tablo 2.12°deki
PCR dongiisii yazilarak reaksiyon baslatildi. StepOne Software v2.3 programi

okumalar1 yapip grafikleri c¢izerek Orneklerin genotiplerini belirledi. Program
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tarafindan otomatik belirlenemeyen genotipler grafikler incelenerek manuel olarak

belirlendi.

Tablo 2.11 : Es zamanli PCR ig¢in reaksiyon karisimi igerikleri.

Icerik Stok 1 tiip icin eklenen 10 pl reaksiyon
konsantrasyonu hacim karisimindaki son
konsantrasyon
Mastermiks 2X 5ul 1X
Genotipleme Kkiti 20X 0.5 ul 1X
Genomik DNA degisken 4.5 pl 0.8 ng/pl

Tablo 2.12 : rs12526196T/C bolgesinin es zamanli PCR dongiisii.

Basamaklar Sicaklik Siire Dongii

PCR oncesi okuma (Pre-PCR reading) 60°C 30 saniye | Bekleme
- ® - -

AmpliTag Gold®™, UP, enzim aktivasyonu 95°C 10 dakika | Bekleme

Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Yapisma ve uzama 60°C 1 dakika
PCR sonrasi okuma (Post-PCR reading) 60°C 30 saniye | Bekleme

40 dongii

2.2.3.2 1rs9402373C/G tek niikleotit polimorfizminin es zamanh PCR metodu ile

genotiplenmesi

Bu bolgenin genotiplemesinde kullanilan kitin numaras1 Tablo 2.2’de ve boyalarin
hangi aleli temsil ettigi Tablo 2.10°da belirtilmistir. Bu malzemeler ile dncelikle ayni
DNA’lar i¢in 25 ul ve 10 pl’lik reaksiyon karigimlart hazirlanarak reaksiyon
gerceklestirildi ve sonuglar karsilastirilarak hangisinde daha iyi1 sonug alindig
degerlendirildi. Deneme sonucunda 10 pl karisim ile iyi1 sonuglar alinabildigi

goriildiigili i¢in caligmalara bu sekilde devam edildi.

Malzemeler

Mastermiks, Floresan isaretli alel spesifik genotipleme kiti, Genomik DNA
Prosediir

Tablo 2.13 baz alinarak mastermiks ile genotipleme kiti 6rnek sayisina uygun
hesaplamalar yapilarak karistirlldi ve cihaza uygun 96 kuyucuklu plakanin
kuyucuklaria esit miktarda dagitildi. Daha sonra uygun konsantrasyonda hazirlanan

genomik DNA’lar duplike olarak kuyucuklara eklendi ve 2 kuyucuga da negatif
kontrol olarak igerisinde DNA olmayan saf su eklendi. Genomik DNAlar, Qiagen
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DNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilen DNA’lardan seyreltme yapilarak
hazirlandi. Plakanin iizeri bu amaca uygun alinmis olan yapiskan ile diizgiince
kapatildi. Plaka 1000 rpm’de 2 dk siireyle santrifuj edildi. Plaka cihazin igerisine
yerlestirildi ve StepOne Software v2.3 yazilim programina Tablo 2.14’teki PCR
dongiisii yazilarak reaksiyon baslatildi. StepOne Software v2.3 programi okumalari
yapip grafikleri ¢izerek 6rneklerin genotiplerini belirledi. Program tarafindan otomatik

belirlenemeyen genotipler grafikler incelenerek manuel olarak belirlendi.

Tablo 2.13 : Es zamanli PCR i¢in reaksiyon karigimi igerikleri.

Icerik Stok 1 tiip icin eklenen 10 pl reaksiyon
konsantrasyonu hacim karisimindaki son
konsantrasyon
Mastermiks 2X S5ul 1X
Genotipleme Kiti 20X 0.5 ul 1X
Genomik DNA degisken 4.5 pl 0.8 ng/pl

Tablo 2.14 : rs9402373C/G bolgesinin es zamanlt PCR dongiisii.

Basamaklar Sicaklik Siire Dongii

PCR o6ncesi okuma (Pre-PCR reading) | 60°C 30 saniye | Bekleme
- ® - -

AmpliTaq Gold®, UP, enzim aktivasyonu 95°C 10 dakika | Bekleme

Denatiirasyon 95°C 15 saniye _

Yapisma ve uzama 60°C 1 dakika 40 dongii

PCR sonrasi okuma (Post-PCR reading) | 60°C 30 saniye | Bekleme

2.3 Akézde Total Protein ve CTGF Miktar Tayini I¢in Kullanilan Metotlar

2.3.1 Akozde total protein miktar tayini

Goniillillerden alinmis olan akoz Orneklerinde total protein tespiti yapilarak CTGF
proteininin akdzde hangi oranda bulundugunu tespit etmek bu ¢alismanin
amaglarindan biri idi. Total protein tespit etme yOntemleri arasindan pratik
uygulanabilirligi olan ve giivenilir sonuglar verdigi diisiiniilen Bradford yontemi
kullanildi. Diislik konsantrasyonlarda olduk¢a duyarli olan bu yontemde esas olan
organik boyalar ile proteinlerin asidik ve bazik gruplarmin etkileserek renk
olusturmasidir. Proteinlerdeki aminoasitler boya ile etkilestiginde mavi renk olusturur

ve 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir (Sekil 2.13)
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Sekil 2.13 : Bradford kiti kullanilarak hazirlanan plaka ve konsantrasyonlara gore renk
degisimi.

Calismaya baslamadan 6nce bir literatiir arastirmasi yapilarak akézde 6l¢iilmiis olan
total protein miktarlar1 karsilastirildi. Bu verilere gore en diisiik total protein
konsantrasyonu 20 pg/ml, en yiiksek total protein konsantrasyonu ise 1370 ug/ml’di.
Kullanilan Bradford kitinin ¢aligma aralig1 100-1500 pg/ml’di. Hasta ve kontrollerin
total protein konsantrasyonu Olc¢limlerinin ilk grubunda akdz Ornekleri 2 kat
seyreltilerek kullanildi. Orneklere uygulanan seyreltme ve literatiir arastirmasi verileri
dikkate alinarak kitin standartlarinda da buna uygun araliklar secildi. Ancak bazi
ornekler bu limitin altinda kalarak sonu¢ vermedi bu nedenle diger orneklerde

seyreltme yapilmadan kullanilmasina karar verildi.

Prosediir
Bradford kitinin standardi olarak kullanilan BSA soliisyonunun konsantrasyonu 2

ng/ml idi. Bu stoktan uygun seyreltmeler yapilarak asagidaki standartlar hazirlandu.
Bu standartlarin konsantrasyonlar1 asagidaki gibiydi,

ST1: 12.5 pg/ml
ST2: 125 pg/ml
ST3: 500 pg/ml
ST4: 1000 pg/ml
ST5: 2000 pg/ml
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Akoz ornekleri -80°C dolabindan ¢ikartilarak oda sicakligina getirildi ve daha sonra
seyreltme uygulanacak olanlara 2 kat seyreltme uygulanarak kullanima hazir hale
getirildi. Seyreltme yapilmayanlar direkt kullamildi. Olgiimler plaka okuyucuda
yapilacagindan buna uygun 96 kuyucuklu bir plaka kullanildi. Her standart ve 6rnekten
2’ser kuyucuga 5’er ul koyuldu. Yapilabilecek olan bireysel hatalarin sonucu
etkilememesi i¢in duplike olarak ¢alisildi. Daha sonra standart ve 6rneklerin iizerine
250 pl Coomassie mavisi soliisyonu koyularak hizlica plaka okuyucuda 595 nm’de

Olctimleri alindi.

Olgiimleri yapmak icin MultiSkan Thermo Fisher Scientific cihazi kullanildi. Cihaz
icindeki Skanlt programi ile alinan 6l¢iimler sonucu standart egri ¢izildi ve 6rneklerin

konsantrasyonlari hesaplandi (Sekil 2.14).
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0 500 1000 150C 2000
Conc.[ug/mL]
y =1,56152 + ( (0,00217396 - 1,56152) / ( 1 + (x/1087,23)"1,05982) )
Rz 1

Sekil 2.14: Akoz orneklerinde total protein Sl¢limii i¢in kullanilan Bradford yontemi
sonucu elde edilen standart egri ve bu egri lizerinde 6rneklerin gosterimi.

2.3.2 Akoézde CTGF miktar tayini

Akoz orneklerinde CTGF miktarin1 6lgmek i¢in ELISA (enzyme linked immuno
sorbent assay) yontemi kullanildi. Bu ydntemde prensip olarak oncelikle analizi
yapilmak istenen proteine 6zgii bir antikor plakaya sabitlenir. Bu antikorun analiz
edilecek proteine olan spesifitesi olduk¢a ©nemlidir. Hedef protein disindaki
proteinlerle bir bag kurmamalidir (Bu ¢aligmada kullanilan kitin plakasi, iiretici firma
tarafindan onceden antikoru sabitlenerek hazirlanmis, insan CTGF proteinine 6zgii bir

plakaydi). Sabitlenen antikor iizerine hedef proteinin oldugu analiz edilecek 6rnek
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gonderilerek inkiibasyon yapilir ve antikor ile protein arasinda bag kurulmasi saglanir.
Daha sonra yilkama yapilarak baglanmayan proteinlerden ve ortamdaki diger
maddelerden kurtulunur. Plakada sadece antikor ve baglandigi hedef proteinlerin
kalmasi i¢in bu agamada yikama olduk¢a 6nemlidir. Eger istenmeyen molekiiller ve
proteinler yeterince temizlenemezse sonuglarda hata olur. Yikama tamamlandiktan
sonra yine hedef proteini taniyan bir antikor ¢ozeltisi ile inkiibasyon yapilir. Bu
asamada antikorlar plakada bagl kalmis olan proteinlere baglanir. inkiibasyon bitince
tekrar yikama yapilarak baglanmamis antikorlar ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra
HRP (horse radish peroxidase)-Streptavidin bulunan bir ¢6zelti ile inkiibasyon yapilir.
Bu molekiil streptavidin sayesinde ikincil antikor ile bag kurar. Inkiibasyondan sonra
yikama yapilir ve substrat soliisyonu ile inkiibasyon yapilir. Bu asamada gonderilen
substrat peroksidaz enzimi (HRP) tarafindan renkli (mavi) bir iirline doniistiiriliir.
Isiga duyarli oldugu icin bu reaksiyonun karanlikta gerceklesmesi gereklidir.
Kuyucuklardaki hedef protein miktarina gére olusan renk yogunlugu degiskenlik
gosterir. Yeterli inkiibasyon saglandiktan sonra reaksiyonu durdurmak igin stop
soliisyonu eklenir ve kuyucuklardaki renk (maviden sartya) degisir (Sekil 2.15). Daha
sonra uygun dalga boyunda okumalar1 yapilir. Her plaka i¢in konsantrasyonlari bilinen
standartlarin da 6l¢limii alinarak bir standart egri olusturulur ve bilinmeyen 6rneklerin

konsantrasyonu da bu egriye gore hesaplanir.

Bunun i¢in 6ncelikle akozdeki CTGF miktar ile ilgili literatiir aragtirmasi yapildi.
Ayrica almabilen akéz oOrneklerinin miktarlar1 da kisiler arasinda degiskenlik
gosteriyordu ve farkli seyreltmeler uygulamak gerekliydi. Bu durumlar g6z 6niinde
bulundurularak uygun olabilecek bir insan CTGF ELISA kiti secildi. Alinan kitin
icindeki ELISA plakasi CTGF’ye 6zel 6nceden hazirlanmis bir plakaydi. CTGF’ye
spesifik olarak baglanan ilk antikor, iiretici firma tarafindan plakanin kuyucuklaria
sabitlenmisti. Daha sonraki basamaklar kitin alindig1 firmanin 6nerdigi prosediire

uygun olarak gerceklestirildi ve 6l¢iimler yapildi.

Prosediir

Akoz ornekleri -80°C dolabindan ¢ikartilarak oda sicakligina getirildi ve daha sonra

4-16 kat aras1 seyreltme uygulanarak 6l¢iime hazirlandi. ELISA kiti de 4°C dolabindan
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cikartilarak oda sicakligina getirildi ve soliisyonlar1 kullanma kilavuzunda belirtildigi

sekilde hazirlandi.
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Sekil 2.15 : a. ELISA plakasinda substrat ile inkiibe edilmis standart ve 6rneklerin
goriintiisti. b. a’daki kuyucuklarin tizerine stop soliisyonu eklendiginde goriilen renk
degisimi.

Kitin igerisindeki liyofilize standartlardan biri kitin i¢ginde bulunan 1ml 6rnek tamponu

ile ¢oziildii. Daha sonra kullanilacak standartlarin konsantrasyonlarina gore seyreltildi.

Kitin en diigiik sinir1 62.5 pg/ml, en yiiksek sinir ise 4000 pg/ml’di. Buna gore;

ST1: 62.5 pg/ml

ST2: 250 pg/ml

ST3: 500 pg/ml

ST4: 2000 pg/mi

ST5: 4000 pg/ml = Stok standart

Kor olarak 6rnek tamponu kullanildi. Standartlar, kér ve ornekler duplike olacak
sekilde ELISA plakasinin kuyucuklaria 100’er pl eklendi ve plakanin {istii yapiskan
ile kapatilarak 37°C 50 rpm’de 90 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon bitince plakanin
icindekiler dokiilerek bosaltildi ve 2 kez yikama yapildi. Yikanmis kuyucuklara
kilavuza uygun olarak hazirlanmig antikor soliisyonundan 100’er pl eklendi ve

plakanin iistii yapiskan ile kapatilarak 37°C 50 rpm’de 60 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
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bitince plakanin i¢indekiler dokiilerek bosaltildi ve 3 kez yikama yapildi. Yikanmis
kuyucuklara kilavuza uygun olarak hazirlanmis HRP-streptavidin  konjugat
soliisyonundan 100’er ul eklendi ve plakanin {istli yapiskan ile kapatilarak 37°C 50
rpm’de 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon bitince plakanin igindekiler dokiilerek
bosaltild1 ve her yikama arasinda 2-3 dk beklenerek 5 kez yikama yapildi. Yikanmis
kuyucuklara TMB substrat soliisyonundan 90’ar ul eklendi ve plakanin {istii yapiskan
ile kapatilarak ve aliiminyum folyo ile kaplanarak 37°C 50 rpm’de 30 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitince reaksiyonu durdurup dl¢iim yapabilmek i¢in kuyucuklara 50’ser
ul stop soliisyonu eklendi ve 1-2 dakika i¢inde MultiSkan cihazinda 450 nm’de
Olctimleri alindi. Cihaz i¢indeki Skanlt programi ile alinan dl¢iimler sonucu standart

egri ¢izildi ve drneklerin konsantrasyonlari hesaplandi (Sekil 2.16).

Signal

T T
1000 2000 3000 4000

Conc.[pg/ml]

y = 0,961799 + ( (0,019431 - 0,961799) / ( 1 + (x/1016,41)*1,27756) )
R2 0,997

Sekil 2.16 : Akoz 6rneklerinde CTGF konsantrasyonu 6l¢iimii i¢in kullanilan ELISA
yontemi sonucu elde edilen standart egri ve bu egri lizerinde 6rneklerin gdsterimi.

2.4 Gézyasinda Total Protein ve CTGF Miktar Tayini I¢in Kullanilan Metotlar

2.4.1 Gozyas striplerinden protein ekstraksiyonu

Goniilliilerden gozyasi ornekleri Schirmer stripleri kullanilarak alindi. Bunlarin
analizini yapabilmek i¢in dncelikle proteinleri Schirmer kagitlarindan geri kazanmak
onemliydi. Bunun igin literatiir arastirmasi yapilarak farkli yontemler bulundu

(Denisin ve dig., 2012; Shoji ve dig., 2003; Paulett ve dig., 2008) ve birka¢ tanesi
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kullanilarak denemeler yapildi. Bu denemeler sonucu tek bir yontem yerine birkag
yontemin modifiye edilmis halinin uygulanmasina karar verildi. Bu denemeler
sirasinda striplere bilinen miktarda CTGF proteini emdirilerek daha sonra ekstrakte
edilip ELISA ile miktar tayini yapildi. Kullanilmaya karar verilen modifiye yontemde

bulunan konsantrasyon, stripe emdirilen sivinin konsantrasyonuna en yakin degerdi.
Prosediir

Gozyas1 ornekleri -80°C dolabindan ¢ikartilarak oda sicakligina getirildi. Ekstraksiyon
tamponu (PBS, NaCl, Tween® 20, pH 7.4) da +4°C dolabinda saklandig1 i¢in onun da
oda sicakligina gelmesi beklendi. Gézyas: stripleri kesilerek 2 ml’lik mikrotiiplere
koyuldu ve flizerine ekstraksiyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 50 rpm’de
calkalayicida inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 5 dk santrifuj edildi ve -20°C’ye
kaldirildi. Ertesi sabah tekrar 5 dk santrifuj edildi ve 6rnek olarak kullanildi.

2.4.2 Gozyasinda total protein miktar tayini

Gozyas striplerinden ekstraksiyon yapilip O6rnekler hazirlandiktan sonra Oncelikle
total protein analizi yapildi. Bunun i¢in akdzde anlatilan Bradford yontemi kullanildi.
Gozyasindaki total protein ile ilgili yapilan literatiir arastirmasi sonucu kullanilacak

standartlarin konsantrasyonlarina karar verildi.

Gozyas1 Orneklerinin 3 kat seyreltilerek kullanilmasi denemeler sonucu uygun
bulundu. Bu nedenle gozyas: drneklerinden 5 pl alinip 3 kat seyreltme yapildi. Daha
sonra Bradford yontemi ile olgiimleri yapildi ve total protein konsantrasyonlari

belirlendi.

2.4.3 Gozyasinda CTGF miktar tayini

Gozyasindaki CTGF konsantrasyonunu belirlemek i¢in de ELISA yontemi kullanildi.
Ekstre edilmis gozyas1 ornekleri oda sicakligina getirildi ve seyreltme uygulanmadan
6l¢timlerde direkt kullanildi. ELISA kiti de 4°C dolabindan ¢ikartilarak oda sicakligina
getirildi ve soliisyonlar1 kullanma kilavuzunda belirtildigi sekilde hazirlandi. Kitin
igerisindeki liyofilize standartlardan biri kitin iginde bulunan 1 ml 6rnek tamponu ile
¢oziildii. Daha sonra kullanilacak standartlarin konsantrasyonlarina gore seyreltildi.
Kitin en diigiik sinir1 62.5 pg/ml, en yiiksek sinir ise 4000 pg/ml’di. Buna gore;

ST1:62.5 pg/ml
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ST2: 2000 pg/ml
ST3: 4000 pg/ml = Stok standart

Kor olarak 6rnek tamponu kullanildi. Standartlar, kor ve ornekler duplike olacak
sekilde ELISA plakasinin kuyucuklarina 100’er pl eklendi ve prosediiriin devamina
2.3.2 nolu boliimde anlatildigr gibi devam edildi. Cihaz i¢indeki Skanlt programi ile
alinan 6l¢timler sonucu standart egri ¢izildi ve 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi

(Sekil 2.17).

Signal

Conc.

y = 3,9067 + ( (0,176 - 3,9067) / ( 1 + (x/237,705)*1,60725) )
R2 1

Sekil 2.17 : Gozyas1 6rneklerinde CTGF konsantrasyonu Ol¢iimii i¢in kullanilan
ELISA yontemi sonucu elde edilen standart e8ri ve bu egri iizerinde Orneklerin
gosterimi.

2.5 istatistiksel analiz

Siirekli degiskenler (yas, akozde ve gozyasinda total protein ve CTGF
konsantrasyonlar1) ortalama+SD (standart deviation) ve medyan ( InterQuartile
Range-IQR) olarak wverildi. Siirekli degiskenlerin normal dagilim gosterip
gostermedigini incelemek i¢in Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Burada
significance degeri (P value) 0.05’ten biiyiik olanlarin normal dagildigi, 0.05’ten
kiigiik olanlarin ise normal dagilmadigr kabul edildi. Normal dagilan parametrelerin
karsilagtirilmasinda ANOVA testi, normal dagilmayanlar i¢in ise Kruskal-Wallis H
testi uygulandi. Analizler sonucunda da P degeri 0.05ten kii¢iik olanlar anlamli farka

sahip olarak degerlendirildi. ANOVA testi istatistiksel olarak anlamli bir sonug
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verdiginde post-hoc testi uygulandi, bunun i¢in Games-Howell ya da Bonferroni testi
secildi. Kruskal-Wallis testi anlamli sonug¢ verdiginde ise ikili gruplar arasindaki fark

hesabi i¢in Conover (1980) formiilii kullanildi.

Kategorik degiskenler (cinsiyet, genotip ve alel frekanslari) yiizde veya oran seklinde
ifade edildi. Hasta-kontroller arasinda genotip ve alel frekansi karsilastirmasi
yapmadan oOnce gozlenen genotip frekanslariin Hardy-Weinberg dengesine uyup
uymadigma y? testi ile bakildi. Ardindan hasta ve kontrollerin genotip ve alel
frekanslarindaki farkliliklar y 2 testi ile belirlendi. y? testi ile OR (Odds Ratio) degerleri
hesapland1 ve anlamli fark ¢ikan sonuglar bu degere gére yorumlandi. Odds bir
durumun olma olasilig1 ile olmama olasilig1 arasindaki iligkiyi gosterir. Odds
hesaplamak i¢in bir durumun olma olasiligl, olmama olasiligina boliiniir. Eger 2
ayr1 0dds degeri birbirine oranlanirsa odds oran1 (odds ratio, OR) elde edilir. OR
degeri etki biiyilikliigiiniin bir Slciistidiir ve aldig1 degere gére yorumlamas: sdyle

yapilabilir;

e OR = 1 oldugunda s6z konusu etkenin (referansa gore) arastirilan durumun

olasithigini artiric veya azaltici bir etkisi yok denilebilir.

e OR < 1oldugunda s6z konusu etkenin (referansa gore) arastirilan durumun

olasiligini azaltici bir etkisi vardir.

e OR > 1 oldugunda s6z konusu etkenin (referansa gore) arastirilan durumun

olasiligini artirict bir etkisi vardir (Bland ve Altman, 2000).

Yukarida bahsedilen analizler disinda gozyasi ve akdz orneklerindeki CTGF
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu, ve total protein igindeki CTGF oraninin
SNP bolgeleri ile korelasyon analizi yapildi. Ayrica gozyasi ve akozdeki CTGF
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu, ve total protein i¢indeki CTGF oraninin
birbiri ile korelasyonu da degerlendirildi. Tiim ¢alisma grubu ve gdzyas1 grubu i¢in
PEG ve PES i¢in risk faktorii olabilecek parametreler ile birka¢ farklt model
olusturularak ikili lojistik (binary logistics) ile lojistik regresyon analizi yapildi. Her
modeldeki es degiskenlerin es lineerlikleri regresyon uygulamadan once kontrol

edildi, modellerde es lineerlik goriilmedi.
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P degeri 0.05’ten kiiciik oldugunda bulgular istatistiksel olarak anlamli sayildi.
Bahsedilen bu istatistiksel analizler i¢in SPSS 15.0 paket programi1 kullanildi.
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3 BULGULAR
3.1 Calisma Grubu

Bu calisma kapsaminda bugiine kadar Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Gz
Hastaliklar1 Servisi’nce 213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyin tam
kan &rnekleri toplandi ve TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi, Teknoloji
Merkezi Biyomedikal Miihendisligi Boliimii'ndeki 202 no’lu laboratuvarimiza
getirildi. Bu grubun demografik bilgileri asagidaki Tablo 3.1’de verilmektedir. Tiim
calisma grubu bilgileri EK 2’de listelenmektedir.

Tablo 3.1 : PES hastasi, PEG hastas1 ve kontrol bireylerin demografik bilgileri.

PEG hastas PES hastasi Kontrol p
(n=213) (n=214) (n=215)
Yas 72.01£7.40 73.41£8.05 72.06£8.30 0.056

Cinsiyet 0.019°
0.005°
erkek/kadin 126/87 114/100 98/117 0111°

erkek % 59.15 53.27 4558 0.220¢

0.868?
Diyabet, n (%) 54 (25.35) 59 (27.57) 56 (26.05) 0.869°
0.721°
0.603¢
0.5732
Kalp hastaligi, n (%) 56 (26.29) 65 (30.37) 65 (30.23) 0.365°
1.000°
0.349¢
0.960?
Hipertansiyon, n (%) 105 (49.30) 104 (48.60) 103 (47.91) 0.774°
0.886°
0.885¢
0.4432
Sigara, n (%) 30 (14.08) 31 (14.49) 39 (18.14) 0.254°
0.305°
1.000¢
. 0.087°
Inme, n (%) 3(1.41) 3(1.40) 10 (4.65) 0.087¢
1.000¢

Yas karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile, inme karsilastirmas: Fisher exact test ile, diger karsilastirmalar 2
testi ile yapilmustir. a: 3 grubun karsilastirmasi, b: PEG vs. Kontrol, c: PES vs. Kontrol, d: PEG vs. PES
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Yas ortalamast PEG hastalarinda 72.01+7.40, PES hastalarinda 73.41£8.05 ve
kontrollerde 72.06+8.30 olarak belirlendi (P=0.056). PEG grubundaki erkeklerin
kadinlara oranm1 kontrol grubuna gore anlamli seviyede yiiksek bulundu (P=0.005).
Diger gruplar arasinda ise cinsiyet dagilimi agisindan anlamli bir fark goriilmedi.
Calisma grubunun diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, sigara kullanim1 ve inme gibi
diger demografik bilgilerinde gruplar arasinda anlamli sayilabilecek bir fark

gbzlemlenmedi.

Projenin diger boliimleri i¢in PES hastasi, PEG hastas1 ve kontrol grubundan bazi
bireylerden gozyas1 ve akdz drnekleri de Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z
Hastaliklar1 Servisi tarafindan alindi ve TOBB ETU Teknoloji Merkezi Biyomedikal
Miihendisligi Boliimii’ndeki 202 no’lu laboratuvarimiza getirildi. Burada islem
yapilacagi zamana kadar -86°C buzdolabinda depolandi. 80 PEG hastasi, 80 PES
hastas1 ve 85 kontrolden gozyast 6rnegi alindi. Akéz Ornekleri sadece operasyon
geciren hastalardan alinarak 1.5 mI’lik test tiiplerine koyuldu. 10 PEG hastasi, 17 PES
hastasi ve 23 kontrolden ise akoz 6rnegi alindi. Tiim alinan 6rneklerin genotipleme ve

konsantrasyon belirleme c¢alismalar1 laboratuvarimizda yapildi.

3.2 Genotiplerin belirlenmesi ve genotip tablolar:

CTGF genindeki rs6918698G/C ve rs9399005C/T polimorfizmlerinin genotiplemesi
PCR-RFLP yontemi ile gergeklestirildi. Bu yontem ayrintili olarak 2.2.2 bdliimiinde
anlatilmaktadir. CTGF rs12526196T/C ve 1s9402373C/G bolgelerinin genotiplemesi
ise RT-PCR teknigi kullanilarak yapildi. Bu yontem ayrintili olarak 2.2.3 bolimiinde

anlatilmaktadir.

3.2.1 CTGF rs6918698G/C polimorfizminin genotiplenmesi

CTGF rs6918698G/C polimorfizminin genotiplenmesi i¢in 6ncelikle bu bolge 2.2.2.1
numarali boliimde anlatildigi sekilde PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Sekil 3.1, %2’lik
agaroz jelde rs6918698G/C bolgesinin PCR firlinlerinin  goriintiilenmesini
gostermektedir. Ilk sirada goriilen 100 bg’lik DNA belirtecidir. Yiiklenilen rneklerin
yaklasik ka¢ bg¢ oldugunun anlasilmasini saglar. Diger siralardakiler ise PCR
tirtinleridir. PCR {iriinlerinin olmasi gereken boyutu 194 b¢’dir ve goriintiiye bakarak

dogru boyutta iriin elde edilip edilemedigi degerlendirilebilir. Ayrica Ornek
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kuyucuklarimin hizasinda tek bir bant olmast da PCR isleminin diizgiin
gerceklestiginin, istenmeyen bolgelerde ¢ogalmalar olmadiginin gostergesidir. Bu
kistaslara gore PCR {irlinleri incelenip yeterli kalitede olduguna karar verildikten sonra
restriksiyon endoniikleaz reaksiyonuna gegilebilir. Bu ¢calismada da tiim PCR iiriinleri
agaroz jelde yiirttiiliip, kalitesi ve konsantrasyonu uygun goriildiikten sonra

restriksiyon islemi gergeklestirildi.

Sekil 3.1 : CTGF rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizmini igeren bolgenin optimize
edilmis kosullarda elde edilen PCR iiriliniin agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Daha sonra bu SNP’ye uygun bir restriksiyon endontikleaz ile muamele edilerek, PCR
triiniiniin  kesilip kesilmedigi kontrol edilerek genotip belirlemesi yapildi.
Restriksiyon endoniikleaz reaksiyonu gergeklestirildikten sonra bu tirlinler de %2.5’1ik
agaroz jelde analiz edildi. Bu bolgenin genotiplenmesinde BseRI endoniikleaz enzimi
kullanildi. Enzimin PCR iirtinlerini hangi durumlarda kestigi ve genotiplerin ne sekilde
belirlendigi 2.2.2.1 numarali boliimde ayrintili olarak anlatilmaktadir. Bu bolgeye ait
kesim fiirlinlerinin agaroz jel goriintiisii Sekil 3.2°de gosterilmektedir. Sekilde
gosterildigi gibi 194 bg’lik tek bant olarak gdzlenen ornekler polimorfik homozigot
(CC), 127 bg ve 67 bg’lik 2 bant olarak gézlenenler yabanil homozigot (GG), 3 bant
olarak gozlenenler ise heterozigot (GC) olarak genotiplendi. RFLP yonteminin
genotipleri dogru belirleyip belirlemedigini test etmek amaciyla, genotipi PCR/RFLP-

agaroz jel yontemi ile belirlenmis olan, yabanil homozigot (GG) ve polimorfik
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homozigot (CC) genotipe sahip iki kisinin PCR iiriinii segilerek sekanslamaya
yollanarak genotipler dogrulandi. Bu islemler 2.2.2.1 numarali bdliimde

anlatilmaktadir.

194b¢

127b¢

67bc

cc cc GG GG CcG cG

Sekil 3.2 : CTGF rs6918698G/C tek niikleotit polimorfizminin restriksiyon
endoniikleaz reaksiyonu sonuglarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.

CTGF 1rs56918698G/C polimorfizmi i¢in 213 PEG hastasi, 214 PES hastast ve 215
kontrol bireyin genotip ve alel frekanslari Tablo 3.2°de verilmektedir. Polimorfik C
alelinin frekans1 PEG hastalarinda 0.444, PES hastalarinda 0.446, kontrollerde 0.449
olarak hesaplanmistir ve aralarinda istatistiksel anlamli bir fark yoktur (PES-kontrol
P=1.000. PEG-kontrol P=1.000. PEG-PES P=1.000).

Polimorfik genotip CC’nin frekans1 PEG hastalarinda %23.0. PES hastalarinda %16.4
ve kontrollerde %20.5 olarak gézlenmistir. CC genotipine sahip kisi sayisi, GC+GG
genotipi tasiyanlar ile karsilastirildiginda OR degeri PES-Kontrol i¢in 0.760 (0.465-
1.242, P=0.272), PEG-Kontrol i¢in 1.161 (0.733-1.839, P=0.524), PEG-PES i¢in
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1.528 (0.943-2.476, P=0.084) olarak hesaplanmistir. CC+GC genotiplerine kars1i GG
genotipleri disiiniildiigiinde ise PES-Kontrol igin OR=1.191 (0.784-1.810. P=0.412),
PEG-Kontrol i¢in OR=0.849 (0.567-1.274, P=0.430), PEG-PES i¢in OR=0.713
(0.472-1.078, P=0.108) olarak bulunmustur. G6zlenen genotip frekanslarinin Hardy-

Weinberg dengesine uyumlu oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.2 : PEG hastalari, PES hastalar1 ve kontrol bireylerin CTGF rs6918698G/C

i¢cin genotip ve alel frekanslari.

PES vs. Kontrol PEG vs. Kontrol PEG vs. PES
PEG PES Kontrol
(n=213) (n=214) (n=215) | OR (95% p | OR@% | OR@®%
Cl) Cl) Cl)
Genotip,
n(%)
a a a
73 58 66 0.760 1.161 1.528
GG (34.3) 27.1) (30.7) (0.465- 0.272 (0.733- 0.524 (0.943- 0.084
' ' ' 1.242) 1.839) 2.476)
91 121 105 . X b
GC @27 (65 (488 | =1t 0849 4430 | 9™ 5108
P 2 pr (0784- | (0567- (0.472-
1.81 ' 1.274 1.07
cc (230)  (164)  (205) 810) ) 078)
Alel
frekansi
G 0.556 0.554 0.551 0.990¢ 0.979¢ 0.990°¢
(0.756- 1.000 (0.748- 1.000 (0.755- 1.000
C 0.444  0.446  0.449 1.205) 1.282) 1.296)

a. CC vs. GC+TT, y? testi kullanilmugtir, b. CC+GC vs. TT, %2 testi kullanilmistir, ¢. C vs. G, y? testi kullanilmustir

3.2.2 CTGF rs9399005C/T polimorfizminin genotiplenmesi

CTGF rs9399005C/T polimorfizminin genotiplenmesi i¢in dncelikle bu bolge 2.2.2.2
numarali boliimde anlatildig1 sekilde PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Sekil 3.3, %2’°lik
agaroz jelde rs9399005C/T bolgesinin  PCR iiriinlerinin  gdriintiilenmesini
gostermektedir. ik sirada goriilen 50 bg’lik DNA belirtecidir. Yiiklenilen drneklerin
yaklasik ka¢c bg¢ oldugunun anlasilmasimi saglar. Diger siralardakiler ise PCR
iriinleridir. PCR iirlinlerinin olmas1 gereken boyutu 191 b¢’dir ve goriintiiye bakarak
dogru boyutta iriin elde edilip edilemedigi degerlendirilebilir. Ayrica ornek
kuyucuklarmin hizasinda tek bir bant olmasi da PCR isleminin diizgiin
gerceklestiginin, istenmeyen bdlgelerde ¢ogalmalar olmadiginin gostergesidir. Bu
kistaslara gore PCR {irilinleri incelenip yeterli kalitede olduguna karar verildikten sonra

restriksiyon endontiikleaz reaksiyonuna gecilebilir. Bu ¢alismada da tiim PCR {iriinleri
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agaroz jelde yiiritiiliip, kalitesi ve konsantrasyonu uygun goriildiikten sonra

restriksiyon islemi gergeklestirildi.

200bg
150bg
100bg
50 bg

l
|
|
|
|
l
l
|
|
|

v
[ ]
—
S
- D
- -

Sekil 3.3 : CTGF rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizmini iceren bolgenin optimize
edilmis kosullarda elde edilen PCR iiriiniin agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Daha sonra bu SNP’ye uygun bir restriksiyon endoniikleaz ile muamele edilerek, PCR
trlinliniin  kesilip kesilmedigi kontrol edilerek genotip belirlemesi yapildi.
Restriksiyon endoniikleaz reaksiyonu gerceklestirildikten sonra bu {irtinler de agaroz
jelde analiz edildi. Bu bolgenin genotiplenmesinde Mscl endoniikleaz enzimi
kullanild1. Enzimin PCR iiriinlerini hangi durumlarda kestigi ve genotiplerin ne sekilde
belirlendigi 2.2.2.2 numarali boliimde ayrintili olarak anlatilmistir. Bu bolgeye ait
kesim tirlinlerinin agaroz jel gortintiisti olan Sekil 3.4°te gosterildigi gibi 191 bg’lik tek
bant olarak gbzlenen Ornekler yabanil homozigot (CC), 155 bg ve 36 bg’lik 2 bant
olarak gozlenenler polimorfik homozigot (TT), 3 bant olarak gozlenenler ise
heterozigot (CT) olarak genotiplendi. RFLP yonteminin genotipleri dogru belirleyip
belirlemedigini test etmek amaciyla, genotipi PCR/RFLP-agaroz jel yontemi ile
belirlenmis olan, yabanil homozigot (CC) ve polimorfik homozigot (TT) genotipe
sahip iki kisinin PCR {iriinii segilerek sekanslamaya yollanarak genotipler dogrulandi.

Bu islemler 2.2.2.2 numarali boliimde anlatilmaktadir.

CTGF 1s9399005C/T polimorfizmi i¢in 213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215
kontrol bireyin genotip ve alel frekanslar1 Tablo 3.3’te verilmektedir. Polimorfik T

alelinin frekans1 PEG hastalarinda 0.296, PES hastalarinda 0.290. kontrollerde 0.286
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olarak hesaplanmistir ve aralarinda istatistiksel anlamli bir fark yoktur (PES-kontrol
P=1.000. PEG-kontrol P=0.754, PEG-PES P=0.846).

200bg 191bg

155b¢
150bg

100bg

Il
v
=y
—
Qpes———
Crmm——c
- -

50bg
36bg

cc cc 1L 1L cT CT

Sekil 3.4 : CTGF rs9399005C/T tek niikleotit polimorfizminin restriksiyon
endoniikleaz reaksiyonu sonuglarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Polimorfik genotip TT nin frekans1 PEG hastalarinda %10.8, PES hastalarinda %8.4
ve kontrollerde %7.5 olarak gozlenmistir. TT genotipine sahip kisi sayisi, CT+CC
genotipi tasiyanlar ile karsilastirildiginda OR degeri PES-Kontrol i¢in 1.142 (0.566-
2.304, P=0.710), PEG-Kontrol i¢in 1.506 (0.772-2.937, P=0.228), PEG-PES i¢in
1.318 (0.689-2.521, P=0.403) olarak hesaplanmistir. TT+CT genotiplerine kars1 CC
genotipleri disiiniildiigiinde ise PES-Kontrol i¢in OR=0.991 (0.678-1.446, P=1.000),
PEG-Kontrol i¢in OR=0.945 (0.647-1.381, P=0.770), PEG-PES i¢in OR=0.954
(0.653-1.394, P=0.808) olarak bulunmustur. G6zlenen genotip frekanslarinin Hardy-

Weinberg dengesine uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Tablo 3.3 : PES hastalari, PEG hastalar1 ve kontrol bireylerin CTGF rs9399005C/T

genotip ve alel frekanslari.

PES vs. Kontrol PEG vs. Kontrol PEG vs. PES
PEG PES Kontrol
(n=213)  (n=214) (n=215) | OR (95% , | OR(%% | OR(B% |
Cl) Cl) Cl)
Genotip,
n(%)
CC 1.1422 1.5062 1.3182
(5111%) (Slgi) (5182) (0.566- 0.710 (0.772- 0.228 (0.689- 0.403
' ' ' 2.304) 2.937) 2.521)
CT 80 88 91 b b b
(37.6) (41.1) (42.3) 0.991 1.000 0.945 0.770 0.954 0.808
(0.678- (0.647- (0.653-
Ll 23 18 16 1.446) 1.381) 1.394)
(10.8) (8.4) (7.5) ) ' '
Alel
frekansi
C 0.704 0.710 0.714 1.018°¢ 1.048°¢ 1.030°¢
T (0.758- 1.000 (0.780- 0.754 (0.767- 0.846
e e 0.286 1.368) 1.408) 1.383)

a. TT vs. CT+CC, ¥ testi kullanilmistir, b. TT+CT vs. CC, ¥ testi kullanilmistir, ¢. T vs. C, x? testi kullanilmugtir

3.2.3 CTGF rs12526196T/C polimorfizminin genotiplenmesi

CTGF rs12526196T/C bolgesinin genotiplemesi 2.2.3 numarali boliimde anlatildig:
gibi floresan isaretli alel spesifik TagMan problar1 kullanilarak yapildi. StepOnePlus
yazilim programi hem PCR dongiisiinii hem de sonuglar1 anlik goriintiilemeye olanak
sagladi. Reaksiyon sonucunda da amplifikasyon egrilerine gore Orneklerin
genotiplerini belirledi ve bu genotiplere gore Sekil 3.5°teki gibi bir alelik ayirma
grafigi (allelic discrimination plot) olusturarak tiim Orneklerin genotiplerine gore

dagilimini tek bir grafikte goriintiilememizi sagladi.

CTGF rs12526196T/C polimorfizmi i¢in 213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215
kontrol bireyin genotip ve alel frekanslar1 Tablo 3.4’te verilmektedir. Polimorfik C
alelinin frekans1 PEG hastalarinda 0.230. PES hastalarinda 0.234, kontrollerde 0.223

olarak hesaplanmistir ve aralarinda istatistiksel anlamli bir fark yoktur (PES-kontrol
P=0.717, PEG-kontrol P=0.812, PEG-PES P=1.000).

Polimorfik genotip CC’nin frekans1 PEG hastalarinda %5.6, PES hastalarinda %35.1 ve

kontrollerde %4.7 olarak gozlenmistir. CC genotipine sahip kisi sayisi, TC+TT

genotipi tasiyanlar ile karsilastirildiginda OR degeri PES-Kontrol i¢in 1.111 (0.462-

2.673, P=0.814), PEG-Kontrol i¢in 1.224 (0.517-2.896, P=0.645), PEG-PES i¢in

1.102 (0.475-2.555, P=0.821) olarak hesaplanmistir. CC+TC genotiplerine karst TT
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genotipleri disiiniildiigiinde ise PES-Kontrol igin OR=1.068 (0.727-1.570. P=0.738),
PEG-Kontrol i¢in OR=1.016 (0.690-1.495, P=1.000), PEG-PES i¢in OR=0.951
(0.647-1.399, P=0.799) olarak bulunmustur. G6zlenen genotip frekanslarinin Hardy-

Weinberg dengesine uyumlu oldugu belirlenmistir.

Allelic Discrimination Plot

Allelic Discrimination Plot (SNP Assay: C__ 1764938_10)
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Sekil 3.5 : CTGF rs12526196T/C bolgesine ait bir alelik ayirma grafiginde 6rneklerin
genotiplerine gore gosterimi.

Tablo 3.4 : PES hastalari, PEG hastalar1 ve kontrol bireylerin CTGF rs12526196T/C

genotip ve alel frekanslari.

PES vs. Kontrol PEG vs. Kontrol PEG vs. PES
PEG PES Kontrol
(n=213) (n=214) (n=215) | OR (95% 5 | OR@®% | OR®5%
Cl) CI) CI)
Genotip,
n(%o)
1.1118 1.2242 1.1022
TT (5152) (5153) (éé%) (0.462- 0.814 (0.517- 0.645 (0.475- 0.821
2.673) 2.896) 2.555)
74 78 76
TC (34.8) (36.5) (35.3) 1.068° 0.738 1.016° 1.000 0.951° 0.799
cc 12 11 10 (0.727- (0.690- (0.647-
(5.6) (5.1) 4.7 1.570) 1.495) 1.399)
Alel
frekansi
T 0.770 0.766 0.777 1.061¢ 1.040¢ 0.980°
(0.771- 0.717 (0.755- 0.812 (0.713- 1.000
C 0.230 0.234 0.223 1.459) 1.432) 1.347)

a. CC vs. TC+TT, 2 testi kullanilmustir, b. CC+TC vs. TT, %2 testi kullanilmistir, c. C vs. T, % testi kullanilmugtir
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3.2.4 CTGF rs9402373C/G polimorfizminin genotiplenmesi

CTGF 1s9402373C/G bolgesinin genotiplemesi 2.2.3 numarali boliimde anlatildig:
gibi floresan isaretli alel spesifik TagMan problar1 kullanilarak yapildi. StepOnePlus
yazilim programi hem PCR dongiisiinii hem de sonuglar1 anlik goriintiilemeye olanak
sagladi. Reaksiyon sonucunda da amplifikasyon egrilerine gore Orneklerin
genotiplerini belirledi ve bu genotiplere gore Sekil 3.6’daki gibi bir alelik ayirma
grafigi (allelic discrimination plot) olusturarak tiim orneklerin genotiplerine gore

dagilimini tek bir grafikte goriintiillememizi sagladu.

Allelic Discrimination Plot
Allelic Discrimination Plot (SNP Assay: C__30110249_10)

b ]

Sekil 3.6 : CTGF rs9402373C/G bdlgesine ait bir alelik ayirma grafiginde 6rneklerin
genotiplerine gore gosterimi.

CTGF rs9402373C/G polimorfizmi i¢in 213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215
kontrol bireyin genotip ve alel frekanslar1 Tablo 3.5’te verilmektedir. Polimorfik G
alelinin frekans1 PEG hastalarinda 0.160. PES hastalarinda 0.185, kontrollerde 0.181
olarak hesaplanmistir ve aralarinda istatistiksel anlamli bir fark yoktur (PES-kontrol
P=1.000. PEG-kontrol P=0.397, PEG-PES P=0.334).

Polimorfik genotip GG’nin frekans1 PEG hastalarinda %5.6, PES hastalarinda %5.1
ve kontrollerde %4.7 olarak gozlenmistir. GG genotipine sahip kisi sayisi, CG+CC

genotipi tasityanlar ile karsilastirildiginda OR degeri PES-Kontrol i¢in 0.833 (0.250-
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2.773, P=0.766), PEG-Kontrol i¢in 1.010 (0.320-3.182, P=1.000), PEG-PES i¢in
1.212 (0.364-4.032, P=0.754) olarak hesaplanmistir. GG+CG genotiplerine kars1 CC
genotipleri disiiniildiigiinde ise PES-Kontrol i¢in OR=1.022 (0.723-1.444, P=1.000),
PEG-Kontrol i¢in OR=0.857 (0.600-1.225, P=0.397), PEG-PES i¢in OR=0.839
(0.588-1.198, P=0.334) olarak bulunmustur. G6zlenen genotip frekanslarinin Hardy-

Weinberg dengesine uyumlu oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.5 : PES hastalari, PEG hastalar1 ve kontrol bireylerin CTGF rs9402373C/G
genotip ve alel frekanslari.

PES vs. Kontrol PEG vs. Kontrol PEG vs. PES
PEG PES Kontrol
(n=213) (n=214) (n=21%) | OR (95% o | OR@% | OR®5%
Cl) Cl) Cl)
Genotip,
n(%)
0.8332 1.0102 1.2122
cC (51:;) (51381) (ég.%) (0.250- 0.766 (0.320- 1.000 (0.364- 0.754
2.773) 3.182) 4.032)
cG 56 69 66
(348)  (365)  (35.3) 1.050°  0.812 | 0.815° 0329 | 0.777°  0.225
- 6 5 6 (0.704- (0.542- (0.516-
(5.6) (5.1) @.7) 1.565) 1.228) 1.169)
Alel
frekansi
C 0.840 0.815 0.819 1.022°¢ 0.857¢ 0.839¢
(0.723- 1.000 (0.600- 0.397 (0.588- 0.334
G 0.160  0.185 0.181 1.44) 1.25) 1.198)

a. GG vs. CG+CC, y? testi kullanilmugtir, b. GG+CG vs. CC, % testi kullanilmstir, ¢. G vs. C, 2 testi kullamlmistir

3.2.5 Genotip kombinasyonlarina gore analizler

Her SNP bolgesinin genotiplerinin PEG, PES ve kontrol grubu ile karsilastirmalar1 bir
onceki bolimde yapildi. Bu bolimde ise 4 bolgenin genotiplerinin farkli
kombinasyonlari ile PEG, PES ve kontrol ile iliskilerine bakild1. Oncelikli olarak ikiser
SNP bolgesinin genotiplerinin birbiri ile kombinasyonu analiz edildi (Tablo 3.6).
Analizler i¢in ki kare testi kullanildi, ancak gruplardaki kisi sayilarmin 5’ten kiiciik

oldugu durumlarda Fisher exact test uygulandi.

CTGF rs6918698 ve rs9399005 genotiplerinin kombinasyonunda CCCT genotipi PES
hastalarinda PEG (OR=2.231, P=0.039) ve kontrollere (OR=0.430, P=0.028) gore

daha az goriildii ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.
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Tablo 3.6 : Ikiserli SNP bolgesi genotiplerinin birbiri ile kombinasyonuna gére genotip frekanslari.

- . _ PES Kontrol PEG vs. Kontrol PES vs. Kontrol PEG vs. PES
2’li kombineler PEG (n=213) (n=214) (n=215) OR P OR P OR P
GGCC 73 (34.27) 54 (25.23) 65 (30.23) 0.800 0.371 1.337 0.248 1.545 0.041
GGCT = 4(1.87) 1(0.47) - 1.0002 0.819 0.366% - 1.0002
¢ o |GeTT - - - - - - - - -
88 | Geee 32 (15.02) 47 (21.96) 37 (17.21) 0.851 0.539 1.354 0.215 0.628 0.065
&8 | GeeT 59 (27.70) 74 (34.58) 68 (31.63) 0828 0374 | 1143 0516 | 0725  0.125
23 | GCTT : - - - . - - - -
& CCCC 5 (2.35) 7 (3.27) 6 (2.79) 0.837 0.772 1.178 0.772 0.711 0.564
CCCT 21 (9.86) 10 (4.67) 22 (10.23) 0.960 1.000 0.430 0.028* 2.231 0.039*
CCTT 23 (10.80) 18 (8.41) 16 (7.44) 1.506 0.228 1.142 0.710 1.318 0.403
GGTT 24 (11.27) 20 (9.35) 34 (15.81) 0.676 0.169 0.549 0.043* 1.232 0.514
GGTC 37 (17.37) 28 (13.08) 24 (11.16) 1.673 0.066 1.198 0.542 1.397 0.218
2o | GGCC 12 (5.63) 10 (4.67) 8 (3.72) 1.545 0.349 1.258 0.623 1.218 0.653
® % GCTT 58 (27.23) 74 (34.58) 57 (26.51) 1.037 0.867 1.465 0.070 0.708 0.100
8 Y | GCTC 33 (15.49) 46 (21.50) 47 (21.86) 0.655 0.091 0.979 1.000 0.670 0.110
39 | eece - 1(0.47) 1(0.47) - 1.000° - 1.000 - 1.000
£ = | CCTT 45 (21.13) 31 (14.49) 38 (17.67) 1.248 0.366 0.793 0.380 1.573 0.076
CCTC 4 (1.88) 4 (1.87) 5 (2.33) - 0.250° - 0.249° - 0.276°
CCCC - - 1(0.47) - 1.0002 - 1.0002 - -
GGCC 71 (33.33) 57 (26.64) 64 (29.77) 1180  0.427 | 0857 0471 | 1377  0.131
GGCG 2(0.94) 1(0.47) 2(0.93) - 0.3772 - 0.3778 - 0.3752
2 ., | GGGG - - - - - - - - -
® I | Geee 63 (29.58) 69 (32.24) 59 (27.44) 1111 0625 | 1.258 0277 | 0883  0.551
8 S | GCCG 28 (13.15) 52 (24.30) 46 (21.40) 0556  0.024* | 1179 0474 | 0472  0.003*
2% | GCGG - - - - - - - - -
2 CcccC 17 (7.98) 14 (6.54) 20 (9.30) 0.846 0.627 0.683 0.290 1.239 0.567
CCCG 26 (12.21) 16 (7.48) 18 (8.37) 1522 0192 | 0885 0731 | 1721  0.101
CCGG 6 (2.82) 5 (2.34) 6 (2.79) 1.010 1.000 0.833 0.766 1.212 0.754

a: Fisher exact test ile analiz edilmistir. * 2 testi ile yapilan analize gore anlamli sonug vermistir
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Tablo 3.6 (devam) : Ikiserli SNP bdlgesi genotiplerinin birbiri ile kombinasyonuna gore genotip frekanslari.

. . PES Kontrol PEG vs. Kontrol PES vs. Kontrol PEG vs. PES
2’li kombineler PEG (n=213) (n=214) (n=215) OR P OR OR P OR
CCTT 51 (23.94) 38 (17.76) 57 (26.51) 0.873 0.540 0.598 0.029* 1.458 0.116
CCTC 47 (22.07) 59 (27.57) 41 (19.07) 1.202 0.443 1.615 0.037* 0.744 0.188
£« | ccce 12 (5.63) 11 (5.14) 10 (4.65) 1.224 0.645 1.111 0.814 1.102 0.821
8 by CTTT 54 (25.35) 70 (32.71) 58 (26.98) 0.919 0.702 1.316 0.194 0.699 0.094
P & | CTTC 26 (12.21) 18 (8.41) 33 (15.35) 0.767 0.346 0.506 0.026* 1514 0.197
SN | cTce - - - - - - - - -
DL TTTT 22 (10.33) 17 (7.94) 14 (6.51) 1.654 0.155 1.239 0.567 1.335 0.392
TTTC 1(0.47) 1(0.47) 2 (0.93) - 0.3782 - 0.3772 - 0.5012
TTCC - - - - - - - - -
CCCC 107 (50.23) 100 (46.73) 103 (47.91) 1.098 0.630 0.954 0.807 1.151 0.469
CCCG 3(1.41) 8 (3.74) 7 (3.26) - 0.119% | 1.154 0.786 - 0.080°
€ o | CCGG - - - - - - - - -
8 & | CTCC 41 (19.25) 35 (16.36) 37 (17.21) 1.147 0.585 0.941 0.813 1.219 0.434
S S | cTce 39 (18.31) 52 (24.30) 52 (24.19) 0.703 0.137 1.006 1.000 0.698 0.131
S % CTGG - 2(0.93) 2(0.93) - 0.2522 - 0.377¢2 - 0.251#°
% = | TTCC 3(1.41) 6 (2.80) 5(2.33) - 0.2222 1.212 0.754 - 0.165%
TTCG 14 (6.57) 9(4.21) 7 (3.26) 2.090 0.112 1.305 0.604 1.602 0.279
TTGG 6 (2.82) 3(1.40) 4 (1.86) - 0.2052 - 0.276% - 0.163?
TTCC 80 (37.56) 68 (31.78) 80 (37.21) 1.015 1.000 0.786 0.237 1.291 0.209
o TTCG 42 (19.72) 52 (24.30) 46 (21.40) 0.902 0.668 1.179 0.474 0.765 0.253
© QI TTGG 5 (2.35) 5 (2.34) 3(1.40) - 0.218% - 0.2192 0.995 1.000
o g TCCC 59 (27.70) 61 (28.50) 54 (25.12) 1.142 0.544 1.189 0.428 0.961 0.853
S S TCCG 14 (6.57) 17 (7.94) 19 (8.84) 0.726 0.380 0.890 0.739 0.815 0.585
N » | TCGG 1(0.47) - 3(1.40) - 0.2528 - 0.1252 - 0.4992
) ccce 12 (5.63) 11 (5.14) 9 (4.19) 1.367 0.488 1.240 0.639 1.102 0.821
CCCG - - 1(0.47) - 1.0002 - 1.000? - -

a: Fisher exact test ile analiz edilmistir. * 2 testi ile yapilan analize gore anlamli sonug vermistir.
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rs6918698 ve rs12526196 genotiplerinin kombinasyonunda GGTT genotipi i¢in PES
grubu ile kontrol arasinda (OR=0.549, P=0.043) anlamli fark bulundu, PES
hastalarinda bu genotipe kontrol grubuna gore daha az rastlandi. rs6918698 ve
19402373 genotiplerinin kombinasyonunda GCCG genotipi i¢in PEG grubu ile PES
arasinda (OR=0.472, P=0.003) ve kontrol arasinda (OR=0.556, P=0.024) gozlenen
fark istatistiksel olarak anlamliydi, PES ve kontrol grubunda GCCG genotipine sahip
birey sayis1 daha fazlaydi. 19399005 ve rs12526196 genotiplerinin kombinasyonunda
PES grubu ile kontrol arasinda CCTT (OR=0.598, P=0.029), CCTC (OR=1.615,
P=0.037) ve CTTC (OR=0.506, P=0.026) genotipleri i¢in anlaml1 fark bulundu. CCTT
ve CTTC genotipleri PES hastalarinda kontrollere gore daha az goriiliirken, CCTC
genotipi ise PES grubunda daha fazla goriildii. Diger genotipler i¢in gruplar arasinda

anlamli fark bulunmada.

Daha sonra tiim SNP’lerin genotiplerinin birbiri ile ti¢lii kombinasyonu analiz edildi.
CTGF rs6918698, 159399005 ve 1512526196 bolgelerinin  genotiplerinin
kombinasyonlarina gore yapilan analizler Tablo 3.7°de verilmektedir. GGCCTT
genotipi i¢in PES hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli seviyede daha az goriildii
(OR=0.430, P=0.007). GGCCTC genotipi ise PEG grubunda anlamli seviyede
kontrollerden daha fazla goriildii (OR=1.755, P=0.047). GCCCTC genotipine PEG
hastalarinda PES hastalarindan daha az rastlandi (OR=0.293, P=0.001). GCCTTT
genotipi ise tiim gruplar arasinda en ¢ok PES hastalarinda bulunmaktaydi (PES vs.
Kontrol OR:1.651 P=0.033, PEG vs. PES OR:0.555 P=0.014). Diger genotipler i¢in

gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

CTGF 16918698, 159399005 ve 159402373 bdlgelerinin  genotiplerinin
kombinasyonlarina gore yapilan analizler Tablo 3.8’de verilmektedir. GCCTCG
genotipi PES grubunda PEG grubuna goére anlamli seviyede daha fazla goriildii
(OR=0.516, P=0.011). Diger genotipler icin gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

CTGF rs6918698, rs12526196 ve 1s9402373 bdlgelerinin  genotiplerinin
kombinasyonlarina gore yapilan analizler Tablo 3.9’da verilmektedir. GGTTCC
genotipi icin PES ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark bulundu (OR=0.519,
P=0.029), PES hastalarinda kontrollere gore daha az goriildi. GCTTCG genotipi ise
PEG ve PES arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gdsterdi (OR=0.389, P=0.002),
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PES hastalarinda PEG hastalarina gore daha fazla goriildi. Diger genotipler igin

gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

CTGF rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 bdlgelerinin  genotiplerinin
kombinasyonlarma gore yapilan analizler Tablo 3.10’da verilmektedir. CCTTCC
genotipi icin PES ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark bulundu (OR=0.598,
P=0.033). CTTCCC genotipi i¢in de PES ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark
bulundu (OR=0.385, P=0.045). Her iki genotipe de PES hastalarinda kontrollere gore

daha az rastlandi. Diger genotipler i¢in gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

3.3 Gozyasi ile yapilan analizler

Hasta ve kontrollerden Schirmer stripleri ile aliman gozyas1 Ornekleri
laboratuvarimizda -86°C buzdolabinda analiz yapilana dek muhafaza edildi. Daha
sonra striplerden protein ekstraksiyonu yapilarak gerekli analizler yapildi. Kullanilan

yontemler ayrintili olarak 2.4 numarali béliimde anlatilmaktadir.

3.3.1 Gozyasinda total protein konsantrasyonu

80 PEG hastasi, 80 PES hastas1 ve 85 kontroliin total protein konsantrasyonu dl¢timleri
yapilmustir. 7 kontrol, 3 PES ve 2 PEG o0rneginin CTGF konsantrasyonlari
bulunmadigi i¢in hesaplamaya alinmamistir. Bu nedenle 78 PEG, 77 PES ve 78
kontrole gore yapilan karsilagtirmanin sonuglart Tablo 3.11 ve Sekil 3.7°de

verilmektedir.

PEG hastalar1 i¢in total protein konsantrasyonu 18.91+£8.91 mg/ml, PES hastalar1 i¢in
16.47+8.94 mg/ml, kontroller i¢in ise 16.34+10.29 mg/ml olarak bulundu (P=0.011).
Hangi gruplar arasinda anlamli fark oldugunu tespit etmek amaciyla Conover (1980)
formiilii uygulandi. PEG grubundaki total protein konsantrasyonunun PES grubuna
(P=0.026) ve kontrol grubuna (P=0.004) gore anlaml1 seviyede yiiksek oldugu tespit
edildi.
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Tablo 3.7 : CTGF rs6918698, rs9399005 ve rs12526196 bolgelerinin genotiplerinin kombinasyonlarina gore yapilan analizler.

rs6918698, rs9399005, | PEG PES Kontrol PEG vs. Kontrol PES vs. Kontrol PEG vs. PES
rs12526196 (n=213) (n=214) (n=215) OR P OR P OR P
GGCCTT 24 (11.27) 16 (7.48) 34 (15.81) 0.676 0.169 0430  0.007* | 1.571 0.179
GGCCTC 37 (17.37) 28 (13.08) 23 (10.70) 1755  0.047* | 1257 0.445 1.397 0.218
GGCCCC 12 (5.63) 10 (4.67) 8 (3.72) 1.545 0.349 1.268 0.622 1.218 0.653
GGCTTT - 4 (1.87) - - - - 0.0612 - 0.062°
GGCTTC - - 1(0.47) - 0.502 - 0.5012 - -
GGCTCC . - - - - - - - -
GGTTTT - - - - - - - - -
GGTTTC - - - - - - - - -
GGTTCC - - - - - - - - -
GCCCTT 23 (10.80) 18 (8.41) 19 (8.84) 1.249 0.495 0.947 0.875 1.318 0.403
GCCCTC 9 (4.23) 28 (13.08) 17 (7.91) 0.514 0.111 1.753 0.080 0293  0.001*
Gceeee - 1(0.47) 1(0.47) - 0.502 - 0.5012 - 0.501a
GCCTTT 35 (16.43) 56 (26.17) 38 (17.67) 0.916 0.733 1651  0.033* | 0555  0.014*
GCCTTC 24 (11.27) 18 (8.41) 30 (13.95) 0.783 0.403 0.566 0.069 1.383 0.322
GCCTCC - - - - - - - - -
GCTTTT - - - - - - - - -
GCTTTC - - - - - - - - -
GCTTCC - - - - - - - - -
ccceTT 4 (1.88) 4 (1.87) 4 (1.90) - 0.2762 - 0.276° - 0.2762
CCCCTC 1 (0.47) 3 (1.40) 1 (0.47) - 0.5012 - 0.249° - 0.251°
cccecce - - 1 (0.47) - 0.5022 - 0.501° - -
CCCTTT 19 (8.92) 10 (4.67) 20 (9.30) 0.955 1.000 0.478 0.060 1.998 0.081
CccTTC 2 (0.94) - 2 (0.93) - 0.377° - 0.2512 - 0.248°
cccTee - - - - - - - - -
CCTTTT 22 (10.33) 17 (7.94) 14 (6.51) 1.654 0.155 1.239 0.567 1.335 0.392
CCTTTC 1(0.47) 1(0.47) 2 (0.93) - 0.378° - 0.377° - 0.501°
CCTTCC - - - - - - - - -

a: Fisher exact test ile analiz edilmistir. * % testi ile yapilan analize gére anlamli sonug vermistir.
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Tablo 3.8 : CTGF rs6918698, rs9399005 ve rs9402373 bolgelerinin genotiplerinin kombinasyonlarina gore yapilan analizler.

rs6918698, rs9399005, | PEG PES Kontrol PEG vs. Kontrol PES vs. Kontrol PEG vs. PES
rs9402373 (n=213) (n=214) (n=215) OR P OR P OR P
GGCCCC 71 (33.33) 53 (24.77) 63 (29.30) 1.206 0.369 0.749 0.290 1.519 0.051
GGCCCG 2 (0.94) 1(0.47) 2 (0.93) - 0.3772 - 0.3772 - 0.375°
GGCCGG - - - - - - - - -
GGCTCC - 4 (1.87) 1(0.47) - 0.5022 - 0.1542 - 0.0622
GGCTCG - - - - - - - - -
GGCTGG - - - - - - - - -
GGTTCC - - - - - - - - -
GGTTCG - - - - - - - - -
GGTTGG - - - - - - - - -
Gceecee 31 (14.55) 42 (19.63) 32 (14.88) 0.974 1.000 1.396 0.194 0.698 0.164
GCCCCG 1(0.47) 5 (2.34) 5 (2.33) - 0.094 1.005 1.000 - 0.0942
GCCCGG - - - - - - - - -
GCCTCC 32 (15.02) 27 (12.62) 27 (12.56) 1.231 0.460 1.005 1.000 1.224 0471
GCCTCG 27 (12.68) 47 (21.96) 41 (19.07) 0.616 0.070 1.194 0.458 0.516 0.011*
GCCTGG - - - - - - - - -
GCTTCC - - - - - - - - -
GCTTCG - - - - - - - - -
GCTTGG - - - - - - - - -
ccecece 5 (2.35) 5 (2.34) 6 (2.8) 0.837 0.772 0.833 0.766 1.005 1.000
CCcccee - 2 (0.93) - - - - 0.248° - 0.2512
CCCCGG - - - - - - - - -
CCCTCC 9 (4.23) 3 (1.40) 9(4.2) 1.010 1.000 - 0.053¢ - 0.0512
CCCTCG 12 (5.63) 5 (2.34) 11 (5.1) 1.107 0.812 0.444 0.129 2.496 0.081
CCCTGG - 2(0.93) 2 (0.93) - 0.2522 - 0.3772 - 0.2512
CCTTCC 3(1.41) 6 (2.80) 5 (2.33) - 0.222¢ 1.212 0.754 - 0.165°
CCTTCG 14 (6.57) 9 (4.21) 7(3.3) 2.090 0.112 1.305 0.604 1.602 0.279
CCTTGG 6 (2.82) 3 (1.40) 4 (1.9) - 0.205° - 0.276 - 0.163¢

a: Fisher exact test ile analiz edilmistir. * 2 testi ile yapilan analize gore anlamli sonug vermistir.
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Tablo 3.9 : CTGF rs6918698, rs12526196 ve rs9402373 bolgelerinin genotiplerinin kombinasyonlarina gore yapilan analizler.

rs6918698, rs12526196, | PEG PES Kontrol PEG vs. Kontrol PES vs. Kontrol PEG vs. PES
rs9402373 (n=213) (n=214) (n=215) OR p OR P OR P
GGTTCC 23 (10.80) 19 (8.88) 34 (15.81) 0.644 0.127 0519  0.029% | 1.242 0.505
GGTTCG 1(0.47) 1(0.47) - - 0.498° - 0.499 - 0.501°
GGTTGG - - - - - - - - -
GGTCCC 36 (16.90) 28 (13.08) 23 (10.70) 1.698 0.062 1.257 0.445 1.351 0.269
GGTCCG 1(0.47) - 1(0.47) - 0.501° - 0.5012 - 0.501°
GGTCGG - - - - - - - - -
GGCCCC 12 (5.63) 10 (4.67) 7 (3.26) 1.774 0.232 1.457 0.452 1.218 0.653
GGCCCG - - 1(0.47) - 0.502° - 0.5012 - -
GGCCGG - - - - - - - - -
GCTTCC 42 (19.72) 37 (17.29) 29 (13.49) 1575 0.083 1.341 0.275 1.175 0.518
GCTTCG 16 (7.51) 37 (17.29) 28 (13.02) 0.542 0.060 1.396 0.218 0389  0.002*
GCTTGG - - - - - - - - -
GCTCCC 21 (9.86) 31 (14.49) 29 (13.49) 0.702 0.243 1.086 0.766 0.646 0.144
GCTCCG 12 (5.63) 15 (7.01) 18 (8.37) 0.653 0.267 0.825 0.596 0.792 0.559
GCTCGG - - - - - - - - -
Gceeee - 1(0.47) 1(0.47) - 0.502 - 0.5012 - 0.501°
GCCCCG - - - - - - - - -
GCCCGG - - - - - - - - -
CCTTCC 15 (7.04) 12 (5.61) 17 (7.91) 0.882 0.733 0.692 0.343 1.275 0.542
CCTTCG 25 (11.74) 14 (6.54) 18 (8.37) 1.455 0.247 0.766 0471 1.900 0.062
CCTTGG 5 (2.35) 5 (2.34) 3 (1.40) - 0.218 - 0.219 1.005 1.000
ccTcce 2 (0.94) 2 (0.93) 2 (0.93) - 0.377° - 0.377° - 0.377°
CCTCCG 1(0.47) 2 (0.93) - - 0.498° - 0.247° - 0.377°
CCTCGG 1(0.47) - 3 (1.40) - 0.252 - 0.125 - 0.501°
cceecce - - 1(0.47) - 0.502 - 0.5012 - -
CCCCCG - - - - - - - - -
CCCCGG - - - - - - - - -

a: Fisher exact test ile analiz edilmistir. * 2 testi ile yapilan analize gore anlamli sonug vermistir.
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Tablo 3.10 : CTGF rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 bolgelerinin genotiplerinin kombinasyonlarina gore yapilan analizler.

rs9399005, rs12526196, | PEG PES Kontrol PEG vs. Kontrol | PES vs. Kontrol PEG vs. PES
rs9402373 (n=213) (n=214) (n=215) OR P OR P OR P
CCTTCC 50 (23.47) 35 (16.36) 53 (24.65) 0.938 0.776 0.598 0.033* 1.569 0.065
CCTTCG 1(0.47) 3 (1.40) 4 (1.90) - 0.1582 - 0.276° - 0.2512
CCTTGG - - - - - - - - -
CCTCCC 45 (21.13) 54 (25.23) 39 (18.14) 1.209 0.605 1.523 0.075 0.794 0.315
CCTCCG 2 (0.94) 5 (2.34) 2 (0.93) - 0.3772 - 0.1632 - 0.165°
CCTCGG - - - - - - - - -
cccecec 12 (5.63) 11 (5.14) 9 (4.19) 1.367 0.488 1.240 0.639 1.102 0.821
CCCCCG - - 1(0.47) - 0.5022 - 0.5012 - -
CCCCGG - - - - - - - - -
CTTTCC 27 (12.68) 28 (13.08) 23 (10.70) 1.212 0.524 1.257 0.445 0.964 1.000
CTTTCG 27 (12.68) 40 (18.69) 35 (16.28) 0.747 0.289 1.182 0.511 0.631 0.087
CTTTGG - 2 (0.93) - - - - 0.2482 - 0.251°
CTTCCC 14 (6.57) 6 (2.80) 15 (6.98) 0.938 0.868 0.385 0.045* 2.439 0.065
CTTCCG 12 (5.63) 12 (5.61) 17 (7.91) 0.985 1.000 0.980 1.000 1.005 1.000
CTTCGG - - 2 (0.93) - 0.2522 - 0.2522 - -
CTCCCC - - - - - - - - -
CTCCCG - - - - - - - - -
CTCCGG - - - - - - - - -
TTTTCC 3(1.41) 5 (2.34) 4 (1.90) - 0.2772 - 0.2482 - 0.221°
TTTTCG 14 (6.57) 9 (4.21) 7 (3.26) 2.090 0.112 1.305 0.604 1.602 0.279
TTTTGG 5 (2.35) 3 (1.40) 3 (1.40) - 0.218 - 0.315° - 0.219°
TTTCCC - 1(0.47) 1(0.47) - 0.5022 - 0.5012 - 0.5012
TTTCCG - - - - - - - - -
TTTCGG 1(0.47) - 1(0.47) - 0.5012 - 0.5012 - 0.5012
TTCCCC - - - - - - - - -
TTCCCG - - - - - - - - -
TTCCGG - - - - - - - - -

a: Fisher exact test ile analiz edilmistir. * 2 testi ile yapilan analize gore anlamli sonug vermistir.
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Tablo 3.11 : PEG hastasi, PES hastasi ve kontrollerin gbzyas1 6rneklerindeki total
protein konsantrasyonu.

PEG PES Kontrol
(n=78) (n=77) (n=78)

Total Protein (mg/ml)
Ortalama+SD* 1891 +891 1647+894 16.34+10.29 0.011
Medyan (IQR**) 16.29 (10.40) 14.27 (8.93) 13.33(10.11)

Kruskal-Wallis ile hesaplanmustir.

PES vs. Kontrol, P=0.499; PEG vs. PES, P=0.026; PEG vs. Kontrol, P=0.004; Conover formiili
(Conover, 1980) ile hesaplanmustir.

*SD: Standard deviation — Standart sapma

**|QR: Interquartile range — Ceyrekler agikligi, %25 ile %75 aras1 dilim
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Sekil 3.7 : PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerin gbzyas1 6rneklerindeki total
protein konsantrasyonu. (PEG-PES-Kontrol P=0.011, *PEG vs. Kontrol P=0.004,
**PEG vs. PES P=0.026).

Bu c¢alismada polimorfizmler ile protein seviyelerinin birlikte c¢alisiimasinin
amaglarindan biri de aralarinda iligki olup olmadigin1 belirlemekti. Bu nedenle hastalik
durumu gozetilmeden 4 SNP bolgesinin 3 farkli genotipine gore total protein seviyeleri
karsilastirildi. Bu analizler i¢in hem genotip hem total protein konsantrasyonu sonucu

olan 77 PEG, 77 PES ve 76 Kontrol &rnegin sonuglari kullanildi (Tablo 3.12).

CTGF rs6918698G/C genotiplerine bakildiginda GG genotipi i¢in total protein
konsantrasyonu 19.49+11.50 mg/ml, GC genotipi i¢in 16.09+7.51 mg/ml, CC genotipi
igin ise 16.09+7.51 mg/ml olarak bulundu (P=0.267). CTGF rs9399005C/T

genotiplerine bakildiginda CC genotipi i¢in total protein konsantrasyonu 18.60+11.02
78



mg/ml, CT genotipi i¢in 16.00+£7.58 mg/ml, TT genotipi i¢in ise 16.70+£7.75 mg/ml
olarak bulundu (P=0.412). CTGF rs12526196T/C genotiplerine bakildiginda TT
genotipi i¢in total protein konsantrasyonu 17.68+10.47 mg/ml, TC genotipi igin
16.89+8.20 mg/ml, CC genotipi i¢in ise 16.18+4.95 mg/ml olarak bulundu (P=0.949).
CTGF rs9402373C/G genotiplerine bakildiginda CC genotipi igin total protein
konsantrasyonu 18.13+10.42 mg/ml, CG genotipi i¢in 15.68+7.18 mg/ml, GG genotipi
icin ise 16.75+7.08 mg/ml olarak bulundu (P=0.414).

Tablo 3.12 Caligma grubunun gozyast Orneklerindeki total protein
konsantrasyonunun farkli CTGF genotiplerine gore karsilastirilmasi (mg/ml).
Total Protein Yabanil Heteroziaot Polimorfik p
(mg/ml) homozigot g homozigot
GG (n=68) GC (n=112) CC (n=50)
rs6918698
19.49+ 1150 | 16.09+7.51 | 17.14+10.05 0.267
CC (n=112) CT (n=100) TT (n=18)
rs9399005
18.60+£11.02 | 16.00+ 7.58 16.70 £ 7.75 0.412
19526196 TT (n=134) TC (n=86) CC (n=10)
IS
17.68 £10.47 | 16.89+8.20 16.18 £ 4.95 0.949
ol CC (n=151) CG (n=72) GG (n=7)
IS
18.13+10.42 | 15.68+7.18 16.75+7.08 0.414

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis
testi ile yapilmustir.

CTGF 1s6918698G/C bolgesi i¢in hem genotip hem hastalik durumu goz 6niinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglar1 Tablo 3.13’te gdsterilmektedir. Gruplar

arasinda anlaml bir fark gézlemlenmedi.

CTGF 1s9399005C/T bolgesi i¢cin hem genotip hem hastalik durumu goéz Oniinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglar1 Tablo 3.14’te gosterilmektedir. Gruplar

arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi.

CTGF rs12526196T/C bolgesi icin hem genotip hem hastalik durumu goz oniinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglart Tablo 3.15’te gosterilmektedir. Gruplar

arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi.

CTGF 1s9402373C/G bolgesi i¢in hem genotip hem hastalik durumu goz 6niinde

bulundurularak yapilan analizlerin sonuglari Tablo 3.16’da gosterilmektedir. CC
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genotipinde olan bireylerde calisma gruplar1 arasindaki total protein seviyeleri
arasinda anlaml fark goriildii (P=0.030). Bu farkin hangi gruplar arasinda oldugunu
belirlemek i¢in Conover (1980) formiilii kullanildi, PEG’li bireylerdeki total protein
seviyesinin kontrollere gore anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edildi (P=0.015).

Diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi.

Tablo 3.13 : CTGF rs6918698G/C bélgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore

gozyasi orneklerindeki total protein konsantrasyonu (mg/ml).

PEG PES Kontrol

rs6918698 (n=77) (n=77) (n=76) P
GG
(PEG n=27, 21.27 +10.93 17.28 + 9.55 18.98 £13.44 | 0.262
PES n=20,
Kontrol n=21)
GC
(PEG n=35,
PES neat 17.71 £6.79 14.97 + 6.39 15.50 £ 8.54 0.057
Kontrol n=36)
CC
(PEG n=15,
i 17.28 + 8.99 18.75 + 12.37 15.19 +8.52 0.550
Kontrol n=19)

P 0.359 0.692 0.662

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas: Kruskal-Wallis

testi ile yapilmistir.

Tablo 3.14 : CTGF rs9399005C/T bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gbzyas1 orneklerindeki total protein konsantrasyonu (mg/ml).

PEG PES Kontrol

rs9399005 (h=77) (h=77) (n=76) P
cC
(PEG n=40, 20.33 + 10.10 17.79+10.95  16.94+11.46 | 0.057
PES n=38,
Kontrol n=34)
CT
(PEG n=31,
bes oot 17.81 +7.22 14.08 + 4.92 16.12+9.11 0.110
Kontrol n=35)
TT
(PEG n=6, 14.20 + 6.11 20.66 + 8.85 1443+£7.38 | 0.249
PES n=5,
Kontrol n=7)

P 0.201 0.262 0.912

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmasi Kruskal-Wallis

testi ile yapilmustir.
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Tablo 3.15 : CTGF rs12526196T/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gbzyas1 orneklerindeki total protein konsantrasyonu (mg/ml).

PEG PES Kontrol

rs12526196 (n=77) (n=77) (n=76) P
TT
(PEG n=40,
PES n=49, 18.80 +£9.53 16.76 £ 9.34 1698 +11.75 0.135
Kontrol n=45)
TC
(PEG n=33,
PES n=26. 19.14 + 8.50 15.95+8.19 1521 £7.19 0.066
Kontrol n=27)
CC
(PEG n=4, 16.89 + 5.33 12.59 + 0.33 1726+5.86 | 0.574
PES n=2,
Kontrol n=4)

P 0.863 0.891 0.705

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis

testi ile yapilmustir.

Tablo 3.16 : CTGF rs9402373C/G bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gozyas1 orneklerindeki total protein konsantrasyonu (mg/ml).

PEG PES Kontrol

rs9402373 & W R 5
CC
(PEC J58. 19.54 + 9.40 1729+ 10.41  16.95+10.98 | 0.030°
PES n=48,
Kontrol n=49)
CG
(PEG n=22,
s s 16.82 + 7.35 1469+510  1547+847 | 0559
Kontrol n=24)
GG
(PEG n=1, PES 24.22 1726 +7.63  13.76+7.10 | 0592
n=3, Kontrol
n=3)

P 0.226 0.792 0934

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmas: Kruskal-Wallis

testi ile yapilmustir.
a: PES vs. Kontrol, P=0.752; PEG vs. PES, P=0.873; PEG vs. Kontrol, P=0.015; Conover formiilii

(Conover, 1980) ile hesaplanmigtir.

Gozyasinda total protein konsantrasyonlarinin, CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T,
rs12526196T/C ve 1s9402373C/G genotiplerine ve hastalik durumuna gore

karsilastirmalarinin grafiksel gosterimleri Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da verilmistir.
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Sekil 3.8 : CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G genotiplerine gére PEG ve PES hastalari ile kontrol gozyasi
orneklerinde total protein konsantrasyonu. *PEG-PES-Kontrol P=0.030, PEG vs. Kontrol P=0.015.
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Sekil 3.9 : PEG ve PES hastalar1 ile kontrol gozyas1 orneklerinde CTGF rs6918698G/C, 1rs9399005C/T, rs12526196T/C ve 1s9402373C/G
genotiplerine gore total protein konsantrasyonu.
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3.3.2 Gozyasinda CTGF konsantrasyonu

80 PEG hastasi, 80 PES hastas1 ve 85 kontrolin CTGF konsantrasyonu ol¢timleri
yapilmistir ancak 7 kontrol, 3 PES ve 2 PEG 06rneginin absorbans degeri en biiyiik
standardin absorbansinin da ¢ok {istiinde kaldigi i¢in (kullanilan kitin tespit sinirimin
tistiinde kaldig1 i¢in) konsantrasyonu hesaplanamamistir. Bu nedenle 78 PEG, 77 PES
ve 78 kontroliin sayisal sonuglari elde edilmistir ve yapilan analizlerin sonuglart Tablo

3.17 ve Sekil 3.10°da verilmektedir.

PEG hastalar1 i¢in CTGF konsantrasyonu 12.15+15.69 ng/ml, PES hastalar1 igin
10.08+12.11 ng/ml, kontroller i¢in ise 11.91+26.59 ng/ml olarak bulundu (P=0.004).
Hangi gruplar arasinda anlamli fark oldugunu tespit etmek amaciyla Conover (1980)
formiilii uygulandi. Kontrol grubunda PEG grubuna gore diisiik (P=0.001), PES
grubuna gore ise yiiksek (P=0.025) konsantrasyonda CTGF bulundugu tespit edildi.

Tablo 3.17 : PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerin gézyasi 6rneklerindeki CTGF
konsantrasyonu.

PEG PES Kontrol p
(n=78) (n=77) (n=78)
CTGF konsantrasyonu
(ng/mil)
Ortalama+SD* 12.15+£15.69 10.08£12.11 11.91 £26.59 0.004
Medyan (IQR**) 5.98 (8.04) 5.44 (8.10) 3.61 (7.34)

Kruskal-Wallis ile hesaplanmustir.

PES vs. Kontrol, P=0.025; PEG vs. PES, P=0.299; PEG vs. Kontrol, P=0.001; Conover formiilii
(Conover, 1980) ile hesaplanmustir.

*SD: Standard deviation — Standart sapma

**|QR: Interquartile range — Ceyrekler agikligi, %25 ile %75 aras1 dilim

Caligmanin amacina uygun olarak her SNP bolgesinin 3 farkli genotipine gore de bazi
karsilagtirmalar yapildi. Bu analizler i¢cin hem genotip hem CTGF konsantrasyonu
sonucu olan 77 PEG, 77 PES ve 76 Kontrol érnegin sonuglari kullanildi. Oncelikle
hastalik durumu goézetilmeden sadece genotiplere gore CTGF konsantrasyonu
seviyeleri karsilagtirildi (Tablo 3.18). Daha sonra ise hem genotip hem de hastalik

durumlarn birlikte degerlendirilerek karsilagtirmalar yapildi.

CTGF rs6918698G/C bolgesi igin hem genotiplere ve hastalik durumuna gore yapilan
analizlerin sonuglar1 Tablo 3.19’da gosterilmektedir. Gruplar arasinda anlamli bir fark

gozlemlenmedi.
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Sekil 3.10 : PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerin gozyas1 orneklerindeki CTGF
konsantrasyonu. (PEG-PES-Kontrol P=0.014, *PEG vs. Kontrol P=0.001, **PES vs.
Kontrol P=0.025).

Tablo 3.18 : Calisma grubunun gozyasi orneklerindeki CTGF konsantrasyonunun
(ng/ml) farkli CTGF genotiplerine gore karsilastirilmast.

Yabaml . Polimorfik
CTGF (ng/ml) homozigot Heterozigot homozigot P
GG (n=68) GC (n=112) CC (n=50)
rs6918698
12.90 +£26.13 | 10.81+15.98 | 11.06 +14.48 0.595
CC (n=112) CT (n=100) TT (n=18)
rs9399005
12.15+22.86 | 11.65+15.91 6.35+ 7.46 0.210
19506196 TT (n=134) TC (n=86) CC (n=10)
rs
11.13+19.94 | 12.51+19.12 7.27 +£6.13 0.839
0402373 CC (n=151) CG (n=72) GG (n=7)
rs
11.86 +21.25 | 10.48+14.45 | 13.58 +17.66 0.787

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis
testi ile yapilmistir.

CTGF 1s9399005C/T bolgesi i¢in genotiplere ve hastalik durumuna gore yapilan
analizlerin sonuglar1 Tablo 3.20°de gosterilmektedir. CC genotipinde olan bireylerde
calisma gruplar arasindaki CTGF seviyeleri arasinda anlamli fark vardir (P=0.018).
Bu farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Conover (1980) formiilii

kullanildi, PEG’li bireylerdeki CTGF seviyesinin kontrollere gére anlamli seviyede
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diisiik oldugu tespit edildi (P=0.004). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark

gbzlemlenmedi.

Tablo 3.19 : CTGF rs6918698G/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gozyasi orneklerindeki CTGF konsantrasyonu (ng/ml).

PEG PES Kontrol

GG
(PEG n=27, 11.25+12.22 7.94 + 6.05 19.73+4452 | 0.232
PES n=20,
Kontrol n=21)
GC
(PEG n=35, 12.94+18.15  10.63+1410  893+1595 | 0.053
PES n=41,
Kontrol n=36)
cC
(PEG n=15, 12.47 + 16.38 11.36+12.57  9.68+15.05 | 0.222
PES n=16,
Kontrol n=19)

P 0.710 0.581 0.864

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-al-Wallis
testi ile yapilmustir.

Tablo 3.20 : CTGF rs9399005C/T bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gozyas1 orneklerindeki CTGF konsantrasyonu (ng/ml).

PEG PES Kontrol

rs9399005 (n=77) (n=77) (n=76) P
cC
(PEG n=40, 14.08 + 18.13 8.04 +7.49 14.47+35.74 | 0.018°
PES n=38,
Kontrol n=34)
CT
(PEG n=31, 11.09 + 13.41 12.22+1588  11.60+18.26 | 0.322
PES n=34,
Kontrol n=35)
TT
(PEG n=6, 6.19+7.50 11.05+10.31 3.14 + 3.09 0.279
PES n=5,
Kontrol n=7)

P 0.218 0.886 0.217

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal--Walli
testi ile yapilmigtir. a: PES vs. Kontrol, P=0.136; PEG vs. PES, P=0.153; PEG vs. Kontrol, P=0.004
Conover formiilii (Conover, 1980) ile hesaplanmustir.

CTGF rs12526196T/C bolgesi i¢in hem genotip hem hastalik durumu g6z 6niinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglari Tablo 3.21°de gosterilmektedir. TC

genotipinde olan bireylerde ¢alisma gruplar1 arasindaki CTGF seviyeleri arasinda

86



anlamli fark vardir (P=0.013). Bu farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek
icin Conover (1980) formiilii kullanildi. Kontrollerdeki CTGF seviyesinin PES’li
bireylere gore anlamli seviyede yiiksek (P=0.032), PEG’li bireylere gore ise anlamli
seviyede diisiik (P=0.004) oldugu tespit edildi. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark

gbzlemlenmedi.

Tablo 3.21 : CTGF rs12526196T/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gozyasi orneklerindeki CTGF konsantrasyonu (ng/ml).

PEG PES Kontrol

rs12526196 (h=77) (h=77) (h=76) P
TT
(PEG n=40, 10.01 + 10.65 10.63+14.05  12.67+29.70 | 0.328
PES n=49,
Kontrol n=45)
TC
(FEG n=33, 15.41 + 20.83 9.36 + 7.89 12.00+24.08 | 0.013°
PES n=26,
Kontrol n=27)
cC
(PEG n=4, 8.79 + 1.60 5.90 + 6.79 6.43 + 9.47 0.646
PES n=2,
Kontrol n=4)

P 0.346 0.750 0.577

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmasi Kruskal--Walli

testi ile yapilmustir.
a: PES vs. Kontrol, P=0.032; PEG vs. PES, P=0.500; PEG vs. Kontrol, P=0.004; Conover formili
(Conover, 1980) ile hesaplanmustir.

CTGF 1s9402373C/G boélgesi i¢in hem genotip hem hastalik durumu goz 6niinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglart Tablo 3.22’de gosterilmektedir. CC
genotipinde olan bireylerde ii¢ grup arasindaki CTGF seviyeleri arasinda anlamli fark
vardir (P=0.015). Bu farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Conover
(1980) formiilii kullanildi, PEG’1i bireylerdeki CTGF seviyesinin kontrollere gore
anlaml seviyede diisiik oldugu tespit edildi (P=0.004). Diger gruplar arasinda anlamli

bir fark gézlemlenmedi.

Gozyasinda CTGF konsantrasyonlarinin, CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T,
rs12526196T/C ve 1s9402373C/G genotiplerine ve hastalik durumuna gore

karsilastirmalarinin grafiksel gosterimleri Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de verilmistir.
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Tablo 3.22 : CTGF rs9402373C/G bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore

gozyasi orneklerindeki CTGF konsantrasyonu (ng/ml).

PEG PES Kontrol

rs9402373 (n=77) (n=77) (n=76) P
cC
(PEG n=54, 12.90 + 16.29 8.69 + 9.60 13.81+31.83 | 0.015°
PES n=48,
Kontrol n=49)
CG
(PEG n=22, 10.28 + 14.86 1150+ 14.08  9.57 +15.02 0.302
PES n=26,
Kontrol n=24)
GG
(PEG n=1, PES 21.01 20.06 + 26.55 4.62 +4.46 0.275
n=3, Kontrol
n=3)

P 0.164 0.792 0.931

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmasi Kruskal-Wallis

testi ile yapilmustir.

a: PES vs. Kontrol, P=0.171; PEG vs. PES, P=0.127; PEG vs. Kontrol, P=0.004; Conover formiili

(Conover, 1980) ile hesaplanmustir.

3.3.3 Total protein icindeki CTGF orani (%o)

78 PEG, 77 PES ve 78 kontroliin hem total protein hem de CTGF konsantrasyonlari

bilindiginden bu 6rneklerde total protein i¢indeki CTGF orani analizleri yapilmistir ve

sonuglar1 Tablo 3.23 ve Sekil 3.13’te verilmektedir.

Tablo 3.23 : PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerin gézyas1 6rneklerinde CTGF nin

total proteine orani (%o).

PEG PES Kontrol P
(n=78) (n=77) (n=78)
Total protein icindeki
CTGF orani (%o)
Ortalama+SD* 0.00063 + 0.00068 + 0.00061 =
0.00078 0.00084 0.00096  0.060
Medyan (IQR**) 0.00036 0.00030 0.00024
(0.00049)  (0.00070)  (0.00034)

Uc grubun karsilastirmasi Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir.
*SD: Standard deviation — Standart sapma
**]QR: Interquartile range — Ceyrekler agikligi, %25 ile %75 arasi dilim

PEG hastalar1 i¢in CTGF oranm1 %00.00063+0.00078, PES hastalar1 i¢in %00.00068+
0.00084, kontroller igin ise %00.00061+0.00096 olarak bulundu (P=0.060). Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.
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Sekil 3.11 : CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G genotiplerine gore PEG ve PES hastalar ile kontrol gdzyasi
orneklerinde CTGF konsantrasyonu. *PEG-PES-Kontrol P=0.018, PEG vs. Kontrol P=0.004, ** PEG-PES-Kontrol P=0.013, PEG vs. Kontrol
P=0.004, PES vs. Kontrol P=0.032, *** PEG-PES-Kontrol P=0.015, PEG vs Kontrol P=0.004.
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Sekil 3.12 : PEG ve PES hastalari ile kontrol gozyasi orneklerinde CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G
genotiplerine gére CTGF konsantrasyonu.
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Sekil 3.13 : PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerin gozyas1 drneklerinde CTGF nin
total proteine orani (%o).

CTGF konsantrasyonu sonuglarinda oldugu gibi total protein i¢indeki CTGF oranlari
icin de her SNP bolgesinin 3 farkli genotipine gére bazi karsilagtirmalar yapildi. Bu
analizler i¢in hem genotip hem CTGF konsantrasyonu sonucu olan 77 PEG, 77 PES
ve 76 Kontrol drnegin sonuglar1 kullanildi. Oncelikle hastalik durumu gozetilmeden
sadece genotiplere gore total protein i¢indeki CTGF oranlar1 karsilastirildi. Daha sonra
ise hem genotip hem de hastalik durumlar birlikte degerlendirilerek karsilastirmalar
yapildi. Tablo 3.24’te 4 SNP bolgesinin farkli genotiplerine gore yapilan
karsilagtirmalarin  sonuglar1 gosterilmektedir. CTGF rs6918698G/C genotiplerine
bakildiginda GG genotipi i¢in total protein igindeki CTGF oran1 %00.00055+0.00064,
GC genotipi i¢in %00.00070+0.00101, CC genotipi i¢in ise %00.00063+0.00079 olarak
bulundu (P=0.690). CTGF rs9399005C/T genotiplerine bakildiginda CC genotipi igin
total protein icindeki CTGF oram1 %00.00060+0.00079, CT genotipi i¢in
%00.00075+0.00100. TT genotipi igin ise %o00.00032+0.00030 olarak bulundu
(P=0.131). CTGF rs12526196T/C genotiplerine bakildiginda TT genotipi i¢in total
protein  i¢indeki CTGF oran1  %00.00062+0.00084, TC genotipi i¢in
%00.00070+0.00096, CC genotipi i¢in ise %00.00043+0.00031 olarak bulundu
(P=0.612). CTGF rs9402373C/G genotiplerine bakildiginda CC genotipi i¢in total
protein igindeki CTGF orant  %00.00063+0.00087, CG genotipi i¢in
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%00.00065+0.00087, GG genotipi igin ise %00.00078+0.00103 olarak bulundu

(P=0.856).

Tablo 3.24 : Calisma grubunun gozyasi 6rneklerinde total protein i¢indeki CTGF

oranlarinin farkli CTGF genotiplerine gore karsilastirilmasi (%o).

Total protein . .
icindeki CTGF hg;zi?‘; .| Heterozigot Egm;ﬁ(‘)‘: P
oranlart (%o) g g
GG (n=68) | GC (n=112) | CC (n=50)
56918698 0.000s5+ | 000070+ | 000063+ | .o
0.00064 0.00101 0.00079 '
CC(n=112) | CT(n=100) | TT(n=18)
159399005 000060+ | 000075+ | 000032+ | g1a1
0.00079 0.00100 0.00030
TT (1=134) | TC(n=86) | CC (n=10
1512526196 000062+ | 000070+ | 0.00043% | gg1o
0.00084 0.00096 0.00031
CC(n=151) | CG(=72) | GG (n=1)
[59402373 0.00063+ | 000065+ | 000078+ | ggsg
0.00087 0.00087 0.00103

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis
testi ile yapilmustir.

CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G bdlgelerinde
icin genotiplere ve hastalik durumuna gore yapilan analizlerde gruplar arasinda
anlamli bir fark gozlemlenmedi (Tablo 3.25, 26, 27 ve 28). Gozyasinda total protein
i¢indeki CTGF oranlarinin, CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve
rs9402373C/G genotiplerine ve hastalik durumuna gore karsilastirmalarinin grafiksel

gosterimleri Sekil 3.14 ve Sekil 3.15°te verilmistir.

3.4 AKoz ile yapilan analizler

Cerrahi miidahale gerekliligi olan hasta ve kontrollerden alinan akéz oOrnekleri
laboratuvarimizda uygun kosullarda analiz yapilana kadar -86 °C’de muhafaza edildi.
Daha sonra gerekli analizler yapildi. Kullanilan yontemler ayrintili olarak 2.3 numaral

bolimde anlatilmaktadir.
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Tablo 3.25 : CTGF rs6918698G/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gbzyas1 orneklerinde total protein i¢indeki CTGF orant (%o).

rs6918698 (E:E% (5587) fﬁﬂ%ﬁ' P
gSG o PES 0.00049 + 0.00050 + 0.00068 + 0.563
n=20, Kont’rol n=21) 0.00030 0.00036 0.00106 |
gge e pEs 0.00075 + 0.00077 + 0.00058 + 0.143
N4t Kontrol ne36) 0.00102 0.00104 0.00099 '
(CPEG e ps 0.00064 + 0.00064 + 0.00060 + 0.251
"=16 Kontrol ned) 0.00076 0.00072 0.00089 '
P 0.964 0.762 0.803

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarmn karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile

yapilmustir.

Tablo 3.26 : CTGF rs9399005C/T bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gbzyas1 orneklerinde total protein i¢indeki CTGF orani (%o).

PEG PES Kontrol
rs9399005 (n=77) (h=77) (n=76) P
CC
(PEG n=40, 0.00068 + 0.00053 = 0.00059 + 0.123
PES n=38, 0.00088 0.00055 0.00091 '
Kontrol n=34)
CT
(PEG n=31, 0.00064 + 0.00087 = 0.00072 = 0.479
PES n=34, 0.00072 0.00110 0.00111 '
Kontrol n=35)
TT
(PEG n=6, 0.00036 = 0.00046 = 0.00020 = 0.279
PES n=5, 0.00028 0.00045 0.00013 '
Kontrol n=7)
P 0.582 0.512 0.271

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis

testi ile yapilmistir.

3.4.1 Akozde total protein konsantrasyonu

10 PEG hastasi, 17 PES hastas1 ve 23 kontroliin akéz orneklerinde total protein

konsantrasyonu Ol¢timleri yapilmistir. 2 PEG 6rneginin CTGF konsantrasyonlari

bulunmadig i¢in hesaplamaya alinmamistir. Bu nedenle 8 PEG, 17 PES ve 23 kontrole

gore yapilan karsilagtirmanin sonuglar1 Tablo 3.29 ve Sekil 3.16'da verilmektedir. PEG

hastalar1 i¢in total protein konsantrasyonu 388.65+161.52 pg/ml, PES hastalar1 i¢in
270.17£199.12 pg/ml, kontroller i¢in ise 196.85+91.63 pg/ml olarak bulundu

(P=0.012). Hangi gruplar arasinda anlamli fark oldugunu tespit etmek amaciyla
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Conover (1980) formiilii uygulandi. PEG grubundaki total protein konsantrasyonunun

PES grubuna (P=0.012) ve kontrol grubuna (P=0.003) gore anlamli seviyede yiiksek

oldugu tespit edildi.

Tablo 3.27 : CTGF rs12526196T/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gére
gbzyas1 orneklerinde total protein i¢indeki CTGF orani (%o).

PEG PES Kontrol
rs12526196 (n=77) (n=77) (n=76) P
TT
(PEG n=40, 0.00051 = 0.00072 + 0.00061 = 0.587
PES n=49, 0.00052 0.00101 0.00087 '
Kontrol n=45)
TC
(PEG n=33, 0.00080 = 0.00061 + 0.00067 = 0.125
PES n=26, 0.00104 0.00045 0.00120 '
Kontrol n=27)
CC
(PEG n=4, 0.00055 = 0.00046 + 0.00029 = 0.646
PES n=2, 0.00015 0.00052 0.00037 '
Kontrol n=4)
P 0.365 0.584 0.375

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmasi Kruskal-Wallis

testi ile yapilmustir.

Tablo 3.28 : CTGF rs9402373C/G bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
gbzyas1 orneklerinde total protein i¢indeki CTGF orani1 (%o).

PEG

PES

Kontrol

rs9402373 (n=77) (n=77) (n=76) P
(CFi)CE?G s pES 0.00068 + 0.00056 + 0.00065 + 0.094
a8, Kontrol meds) 0.00088 0.00062 0.00106 '
(%CEBG s PES 0.00051 + 0.00083 + 0.00058 + 0.458
=26, Kontrol me24) 0.00053 0.00107 0.00087 '
GG 0.00124 + 0.00028 +

bEs 3. Kontrol 0.00087 0.00157 0.00017 0.403
n=3)

P 0.453 0.512 0.947

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis

testi ile yapilmustir.
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Tablo 3.29 : PEG hastasi, PES hastasi ve kontrollerin akéz 6rneklerindeki total protein
konsantrasyonu.

PEG PES Kontrol P
(n=8) (n=17) (n=23)
Total Protein
(ng/ml)
Ortalama+SD*  388.65+161.52 270.17+199.12 196.85+91.63  0.012
352.50 171.50 175.40
Medyan (IQR**) 314 35) (209.06) (82.00)

Kruskal-Wallis ile hesaplanmigtir. *SD: Standard deviation — Standart sapma, **IQR: Interquartile range —
Ceyrekler agiklig1, %25 ile %75 arasi dilim

PES vs. Kontrol, P=0.562; PEG vs. PES, P=0.012; PEG vs. Kontrol, P=0.003; Conover formiilii (Conover, 1980)
ile hesaplanmustir.

600,00 Eaks

500,00

400,00

300,00

200,00

100,00

Akdz Humor Total Protein Konsantrasyonu
(ng/ml)

PEG PES Kontrol

Sekil 3.14 : PEG hastasi, PES hastasi ve kontrollerin ak6z 6rneklerindeki total protein
konsantrasyonu (PEG-PES-Kontrol P=0.012, *PEG vs. Kontrol P=0.003, **PEG vs.
PES P=0.012).

Her SNP boélgesinin 3 farkli genotipine gore hastalik durumu gozetilmeden total
protein seviyeleri karsilastirildi. Bu analizler icin hem genotip hem total protein
sonucu olan 8 PEG, 17 PES ve 21 Kontrol 6rnegin sonuglari kullanildi. Tablo 3.30°da
4 SNP bolgesinin farkli genotiplerine gore yapilan karsilastirmalarin sonuglari
gorilmektedir. CTGF rs6918698G/C genotiplerine bakildiginda GG genotipi i¢in total
protein konsantrasyonu 265.694+203.46 ng/ml, GC genotipi i¢in 268.87+£154.29 pg/ml,
CC genotipi icin ise 206.89+142.81 pg/ml olarak bulundu (P=0.391). CTGF
rs9399005C/T genotiplerine bakildiginda CC genotipi igin total protein
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konsantrasyonu 293.66+190.35 pg/ml, CT genotipi i¢in 234.09+138.28 pg/ml, TT
genotipi ise 152.57+£25.16 pg/ml olarak bulundu (P=0.320). CTGF
rs12526196T/C genotiplerine bakildiginda igcin
konsantrasyonu 259.78+156.86 ug/ml, TC genotipi i¢in 266.85+190.09 pg/ml, CC
genotipi i¢in ise 183.43+95.19 pg/ml olarak bulundu (P=0.877). CTGF rs9402373C/G

igin

TT genotipi total protein

genotiplerine bakildiginda CC genotipi icin total protein konsantrasyonu

264.42+178.45 pg/ml, CG genotipi i¢in 252.04+143.50 pg/ml, sadece 1 6rnek olan
GG genotipi i¢in ise 133.18 pg/ml olarak bulundu (P=0.850).

Tablo 3.30 : Calisma grubunun akdz o6rneklerindeki total protein konsantrasyonunun
farkli CTGF genotiplerine gore karsilastirilmasi (ug/ml).

Total Protein Yabaml Heterozigot Polimo_rfik P

(ug/ml) homozigot homozigot

6918608 GG (n=12) GC (n=26) CC (n=8)

- 265.69 + 203.46 | 268.87 +154.29 | 206.89 +142.81 | 0.391
CC (n=22) CT (n=21) TT (n=3)

£s23900% 293.66 + 190.35 | 234.09 +138.28 | 152.57 +25.16 | 0.320
TT (n=27) TC (n=16) CC (n=3)

rsleosbld 259.78 + 156.86 | 266.85+190.09 | 183.43+95.19 | 0.877
CC (n=29) CG (n=16) GG (n=1)

s 264.42 +178.45 | 252.04 + 143.50 133.18 0.850

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis
testi ile yapilmustir.

CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T ve rs9402373C/G bolgeleri igin hem genotip
hem hastalik durumu g6z 6niinde bulundurularak yapilan analizlerin sonuglar1 Tablo
331, 3.32 ve 3.34’te gosterilmektedir. Gruplar arasinda anlamli bir fark
gbzlemlenmedi. CTGF rs12526196T/C bolgesi i¢in hem genotip hem hastalik durumu
Tablo 3.33’te

gosterilmektedir. TT genotipinde olan bireylerde PEG, PES ve kontrol gruplari

gdz Oniinde bulundurularak yapilan analizlerin sonuglar
arasinda anlamh fark vardir (P=0.042). PEG’li bireylerdeki total protein seviyesinin
PES (P=0.011) ve kontrollere (P=0.043) gore anlaml1 seviyede yiiksek oldugu tespit
edildi. TC genotipinde olan bireylerde de calisma gruplari arasinda anlamli fark vardir
(P=0.004). Kontrol bireylerdeki total protein seviyesinin PES (P=0.000) ve PEG’e

(P=0.003) gore anlaml1 seviyede diisiik oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.15 : CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G genotiplerine gore PEG ve PES hastalar ile kontrol gézyasi
orneklerinde total protein i¢indeki CTGF orani.
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Sekil 3.16 : PEG ve PES hastalari ile kontrol gozyasi orneklerinde CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G
genotiplerine gore total protein i¢indeki CTGF orani.
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Tablo 3.31 : CTGF rs6918698G/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
akoz orneklerindeki total protein konsantrasyonu (pg/ml).

PEG PES Kontrol

rs6918698 (n=8) (n=17) (n=21) i
GG
éPEEanzzl' 590.40 408.54 +449.66  197.86+90.47 | 1.000
Kontrol ;1:9)
GC
éPE%Gnngl 327.70 +136.19 290.62 +180.60 203.08+117.95 | 0.265
Kontrol n’:9)
cC
(PEG n=1, 552.60 144.74+8.70  17453+47.05 | 0.257
PES n=4,
Kontrol n=3)

P 0.184 0.217 0.989

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile

yapilmustir.

Tablo 3.32 : CTGF rs9399005C/T bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
akoz orneklerindeki total protein konsantrasyonu (pg/ml).

rs9399005

PEG
(n=8)

PES
(n=17)

Kontrol
(n=21)

CcC

(PEG n=12,
PES n=7,
Kontrol n=3)
CT

(PEG n=5,
PES n=8,
Kontrol n=8)
TT

(PEG n=0,
PES n=2,
Kontrol n=1)

410.20 + 191.22

375.72 £ 163.75

383.87 +243.78

203.64 +129.35

138.35+7.31

211.91 +118.03

176.02 + 57.79

181.00

0.141

0.093

P

0.795

0.053

0.758

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmas: Kruskal-Wallis testi ile

yapilmustir.

Akozde total protein konsantrasyonlarinin CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T,
rs12526196T/C ve 1s9402373C/G genotiplerine ve hastalik durumuna gore

karsilastirmalarinin grafiksel gosterimleri Sekil 3.17 ve Sekil 3.18’de verilmistir.
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Tablo 3.33 : CTGF rs12526196T/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore

akoz orneklerindeki total protein konsantrasyonu (pg/ml).

PEG PES

rs12526196 (n=8) (n=17) P
TT
Prons | 45145213606 221.18+154.11 2333111827 | 0.042°
Kontrol nl:10)
TC
(PEG n=4, 325.85+178.44 54233 £ 178.50 0.004°
PES n=3,
Kontrol n=9)
CcC
(PEG n=0, _ _
Jadin 90.58 229.85 = 72.05
Kontrol n=2)

P 0.881 0.026°
Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir.
a: Uglii gruplarin karsilastirmas: Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir. PES vs. Kontrol, P=0.540; PEG vs. PES,

P=0.011; PEG vs. Kontrol, P=0.043; Conover formiilii ile hesaplanmustir.

b: Uglii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile yapilmustir. PES vs. Kontrol, P=0,000; PEG vs. PES,

P=0.227; PEG vs. Kontrol, P=0.003; Conover formiilii ile hesaplanmustir.
c: TT vs. TC, P=0.026; Mann-Whitney ile hesaplanmustir.

Tablo 3.34 : CTGF rs9402373C/G bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
akoz orneklerindeki total protein konsantrasyonu (pg/ml).

PEG PES Kontrol

rs9402373 (n=8) (n=17) (n=21) P
CcC
o> | 410.04+168.75 287.93+218.72 19562+ 114.15 | 0.054
Kontrol nl:14)
CG
(PrEon3 | 353.00+176.92 26340+19062 199.04+47.62 | 0.202
Kontrol H=7)
GG
(PEG n=0, . - -
oadin 133.18
Kontrol n=0)

P 0.665 0.664 0.296

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile

yapilmustir.

3.4.2 Akoézde CTGF konsantrasyonu

8 PEG hastasi, 17 PES hastas1 ve 23 kontroliin CTGF konsantrasyonu odl¢timleri

yapilmistir ve sonuglar Tablo 3.35 ve Sekil 3.19°da verilmektedir.
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Sekil 3.17 : CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G genotiplerine géore PEG ve PES hastalari ile kontrol ak6z
orneklerinde total protein konsantrasyonu. *PEG-PES-Kontrol P=0.042, PEG vs. PES P=0.011, PEG vs. Kontrol P=0.043 **PEG-PES-Kontrol
P=0.004, PEG vs. Kontrol P=0.003, PES vs. Kontrol P=0.000 ***PES i¢in TT vs. TC P=0.026.

101



900,00
800,00
700,00

600,00

cc
cC
500,00
C dc
400,00 C
C
C C
300,00 <
cgc 4
200,00
cc
100,00
T cC GG I
0,00
PEG PES

W rs6918698 G/C M rs9399005C/T  Mrs12526196 T/C M rs9402373 C/G

Ak6z Humor Total Protein Konsantrasyonu (pg/mL)

C
T C G

KONTROL

Sekil 3.18 : PEG ve PES hastalar ile kontrol akéz orneklerinde CTGF rs6918698G/C, 1rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G
genotiplerine gore total protein konsantrasyonu.
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PEG hastalar1 i¢cin CTGF konsantrasyonu 5.40+2.87 ng/ml, PES hastalar1 i¢in
3.62+2.16 ng/ml, kontroller icin ise 4.10+2.90 ng/ml olarak bulundu (P=0.190).

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 3.35 : PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerin akéz 6rneklerindeki CTGF
konsantrasyonu.

PEG PES Kontrol P
(n=8) (n=17) (n=23)
CTGF konsantrasyonu
(ng/ml)
Ortalama+SD* 540+2.87  3.62+2.16 4.10+290 0.190

Medyan (IQR**)  4.35(4.29)  2.89 (2.24)  2.84 (3.32)

Ug grubun karsilastirmasi Kruskal-Wallis testi ile yapilmugtir.
*SD: Standard deviation — Standart sapma
**|QR: Interquartile range — Ceyrekler agiklig, %25 ile %75 arasi dilim
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Sekil 3.19 : PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerin akéz 6rneklerindeki CTGF
konsantrasyonu.

Her SNP bolgesinin 3 farkli genotipine gore bazi karsilastirmalar yapildi. Bu
analizler i¢in hem genotip hem CTGF konsantrasyonu sonucu olan 8 PEG, 17 PES
ve 21 Kontrol &rnegin sonuglar1 kullanildi. Oncelikle hastalik durumu gozetilmeden
sadece genotiplere gore CTGF konsantrasyonu seviyeleri karsilastirildi (Tablo 3.36).
Daha sonra ise hem genotip hem de hastalik durumlari birlikte degerlendirilerek

karsilagtirmalar yapildi. CTGF rs6918698G/C genotiplerine bakildiginda GG
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genotipi icin CTGF konsantrasyonu 3.74+2.89 ng/ml, GC genotipi i¢in 4.55+2.69
ng/ml, CC genotipi i¢in ise 4.06+2.44 ng/ml olarak bulundu (P=0.514). CTGF
rs9399005C/T genotiplerine bakildiginda CC genotipi i¢cin CTGF konsantrasyonu
4.09+£2.74 ng/ml, CT genotipi i¢gin 4.30+£2.64 ng/ml, TT genotipi i¢in ise 5.08+3.17
ng/ml olarak bulundu (P=0.780). CTGF rs12526196T/C genotiplerine bakildiginda
TT genotipi i¢in CTGF konsantrasyonu 4.30+2.70 ng/ml, TC genotipi i¢in 4.48+2.84
ng/ml, CC genotipi i¢in ise 2.63+0.77 ng/ml olarak bulundu (P=0.422). CTGF
rs9402373C/G genotiplerine bakildiginda CC genotipi i¢in CTGF konsantrasyonu
3.93+£2.48 ng/ml, CG genotipi i¢in 4.94+3.00 ng/ml, sadece 1 6rnek olan GG
genotipi i¢in ise 2.49 ng/ml olarak bulundu (P=0.361).

Tablo 3.36 : Calisma grubunun akdz 6rneklerindeki CTGF konsantrasyonunun farkli
CTGF genotiplerine gore karsilastirilmasi (ng/ml).

Yabanil ’ Polimorfik
CTGF (ng/ml) homozigot Heterozigot homozigot P
5918698 GG (n=12) GC (n=26) CC (n=8)
rs
3.74+£2.89 455 + 2.69 4,06 +2.44 0.514
9399005 CC (n=22) CT (n=21) TT (n=3)
rs
4.09+2.74 430+2.64 5.08 + 3.17 0.780
TT (n=27) TC (n=16) CC (n=3)
rs12526196
4.30+2.70 4.48 +2.84 2.63+0.77 0.422
CC (n=29) CG (n=16) GG (n=1)
rs9402373
3.93+2.48 4.94 + 3.00 2.49 0.361

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmasi Kruskal-Wallis testi ile
yapilmustir.

CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T ve rs9402373C/G bolgeleri i¢in hem genotip
hem hastalik durumu g6z 6niinde bulundurularak yapilan analizlerde gruplar arasinda
anlamli fark goriilmedi (Tablo 3.37, 3.38 ve 3.40). CTGF rs12526196T/C bolgesi igin
hem genotip hem hastalik durumu g6z 6niinde bulundurularak yapilan analizlere gore
kontrollerde genotip gruplarindaki CTGF seviyeleri arasinda anlamli fark vardir
(P=0.018). TT genotipindeki kontrol bireylerdeki CTGF seviyesinin CC genotipindeki
kontrol bireylere gore anlamli seviyede yliksek (P=0.023) oldugu tespit edildi. Diger

gruplar arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi (Tablo 3.39).
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Tablo 3.37 :

durumlarma gore akdz drneklerindeki CTGF konsantrasyonu (ng/ml).

CTGF rs6918698G/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlaria

PEG PES Kontrol

rs6918698 (n=8) (n=17) (n=21) P
GG
(PEG n=1, PES 3.97 3.00 +£0.69 3.87£3.36 0.814
n=2, Kontrol n=9)
GC
(PEG n=6, PES 5.37+3.26 4.02 +2.58 465+2.61 | 0.629
n=11, Kontrol
n=9)
CcC
(PEG n=1, PES 7.01 2.83+0.98 4.72 +3.38 0.480
n=4, Kontrol n=3)

P 0.562 0.614 0.652

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile

yapilmustir.

Tablo 3.38 : CTGF rs9399005C/T bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarma gore
akoz orneklerindeki CTGF konsantrasyonu (ng/ml).

PEG PES Kontrol

rs9399005 (n=8) (n=17) (n=21) P
CcC
(PEG n=12, 471+2.41 4.60 + 2.86 3.64+2.90 0.401
PES n=7,
Kontrol n=3)
CT
(PEG n=5, 5.81 +3.32 2.84+1.35 4.82+2.73 0.322
PES n=8§,
Kontrol n=8)
TT
(PEG n=0, . -
oading 3.32+1.17 8.62
Kontrol n=1)

P 0.638 0.300 0.440

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarm karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile

yapilmustir.

3.4.3 Total protein icindeki CTGF orani (%)

8 PEG, 17 PES ve 23 kontroliin hem total protein hem de CTGF konsantrasyonlari

bilindiginden bu 6rneklerde total protein i¢indeki CTGF orani analizleri yapilmistir ve

sonuglar1 Tablo 3.41 ve Sekil 3.22°de verilmektedir.

PEG hastalan i¢in CTGF oram1 %0.0017+ 0.0013, PES hastalar1 i¢in %0.0020+
0.0014, kontroller icin ise %0.0022+ 0.0013 olarak bulundu (P=0.506). Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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Tablo 3.39 : CTGF rs12526196T/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
akoz orneklerindeki CTGF konsantrasyonu (ng/ml).

PEG PES Kontrol

TT
(PEG n=4, PES 4.56 +1.82 3.00+1.27 590+353 | 0.077°
n=13, Kontrol
n=10)
TC
(PEG n=4, PES 6.23 + 3.76 6.41 + 3.68 3.05+1.11 0.255°
n=3, Kontrol
n=9)
CC
(PEG n=0, PES ; -
n=1, Kontrol 348 221033
n=2)

P 0.454? 0.2472 0.018°

onuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

a: leﬁ gruplarm karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile yapilmustir.
b: Uglii gruplarm karsilagtirmas1 ANOVA ile hesaplanmistir; CC vs. TC, P=0.199; CC vs. TT, P=0.023; TT vs.
TC, P=0.081; Games-Howell formiilii ile hesaplanmistir.

Tablo 3.40: CTGF rs9402373C/G bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
akoz orneklerindeki CTGF konsantrasyonu (ng/ml).

PEG PES Kontrol

rs9402373 (n=8) (n=17) (n=21) P
CC
(FiEG n=5, PES 498 +2.09 3.60+2.38 3.80+£2.73 0.199
n=10, Kontrol
n=14)
CG
(PEG n=3, PES 6.09 + 4.37 3.84+2.12 5.39 + 3.22 0.302
n=6, Kontrol
n=7)
GG
(PEG n=0, PES _ - -
n=1, Kontrol 249
n=0)

P 0.634 0.515 0.551

Sonuglar ortalama +standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmasi Kruskal-Wallis testi ile

yapilmustir.

Total protein ve CTGF konsantrasyonu sonuglarinda oldugu gibi total protein i¢cindeki

CTGF oranlari i¢in de her SNP bolgesinin 3 farkli genotipine gore bazi karsilastirmalar

yapildi. Bu analizler i¢in hem genotip hem CTGF konsantrasyonu sonucu olan 8 PEG,

17 PES ve 21 Kontrol 6rnegin sonuglar1 kullanildi.
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Tablo 3.41: PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerin akéz 6rneklerinde CTGF’ nin
total proteine orani.

PEG PES Kontrol P
(n=8) (n=17) (n=23)
Total protein icindeki
CTGF orani (%)
Ortalama+SD* 0.0017 = 0.0020 + 0.0022 + 0.506
0.0013 0.0014 0.0013
Medyan (IQR**) 0.0012 0.0019 0.0021
(0.0023) (0.0025) (0.0020)

Ug grubun karsilastirmas1 Kruskal-Wallis testi ile yapilmustir.

0,00400

0,00350
0,00300
0,00250
0,00200
0,00150
0,00100
0,00050
0,00000
PEG PES

Kontrol

Akdz Humor Total Protein icindeki CTGF
orani(%)

Sekil 3.20 : PEG hastasi, PES hastasi ve kontrollerin ak6z 6rneklerinde CTGF nin total
proteine orani (%).

Oncelikle hastalik durumu gozetilmeden sadece genotiplere gore total protein i¢indeki
CTGF oranlar karsilastirildi. Daha sonra ise hem genotip hem de hastalik durumlari
birlikte degerlendirilerek karsilastirmalar yapildi. Tablo 3.42°de 4 SNP bolgesinin

farkli genotiplerine gore yapilan karsilastirmalarin sonuglar goriilmektedir.
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Sekil 3.21 : CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G genotiplerine gére PEG ve PES hastalar ile kontrol akéz
humor 6rneklerinde CTGF konsantrasyonu. *Kontrol i¢in TT-TC-CC P=0.018, TT vs. CC P=0.023.
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Sekil 3.22 : PEG ve PES hastalar ile kontrol akéz humor 6rneklerinde CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G
genotiplerine gére CTGF konsantrasyonu.
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CTGF rs6918698G/C genotiplerine bakildiginda GG genotipi i¢in total protein
icindeki CTGF oram1 9%0.0019+0.0011, GC genotipi i¢in %0.0022+0.0014, CC
genotipi igin ise %0.0022+0.0012 olarak bulundu (P=0.751). CTGF rs9399005C/T
genotiplerine bakildiginda CC genotipi igin total protein i¢indeki CTGF oram
%0.0018+£0.0011, CT genotipi i¢cin %0.0022+0.0014, TT genotipi ig¢in ise
%0.0032+0.0015 olarak bulundu (P=0.194). CTGF rs12526196T/C genotiplerine
bakildiginda TT genotipi icin total protein i¢indeki CTGF oran1 %0.0021+0.0014, TC
genotipi i¢in %0.00214+0.0012, CC genotipi i¢in ise %0.0020+0.0017 olarak bulundu
(P=0.985). CTGF rs9402373C/G genotiplerine bakildiginda CC genotipi igin total
protein igindeki CTGF oran1 %0.0020+0.0012, CG genotipi i¢in %0.0024+0.0015,
sadece 1 drnek olan GG genotipi i¢in ise %0.0019 olarak bulundu (P=0.361).

Tablo 3.42 : Calisma grubunun akoz oOrneklerinde total protein ig¢indeki CTGF
oranlarinin genotiplere gore karsilastirilmasi (%).

Total protein . .

icindeki CTGF hgr?]t(’;?l(l) t Heterozigot Eglr'nrggirfg: P

oranlart (%) g g

6918608 GG (n=12) GC (n=26) CC (n=8) 07e1
0.0019+0.0011 | 0.0022+0.0014 | 0.0022+0.0012

r$9399005 Ceflirc2 CTgel TT (n=3) 0.194
0.0018+0.0011 | 0.00223+0.00141 | 0.0032+0.0015

rs12526196 1T (n=27 TC (n=16 CC (n=3) 0.985
0.0021+0.0014 | 0.0021+0.0012 | 0.0020+0.0017

rs9402373 CC (n=29) CG (n=16) GG (n=1) 0.361
0.0020+0.0012 | 0.0024+0.0015 0.0019

Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarm karsilastirmas1 Kruskal-Wallis
testi ile yapilmustir.

CTGF rs6918698G/C bolgesi icin hem genotip hem hastalik durumu goéz Oniinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglar1 Tablo 3.43’te gdsterilmektedir. Gruplar

arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi.

CTGF 159399005C/T bolgesi i¢in hem genotip hem hastalik durumu goz 6niinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglar1 Tablo 3.44’te gosterilmektedir. Gruplar

arasinda anlaml bir fark gozlemlenmedi.

110



Tablo 3.43 : CTGF rs6918698G/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore
akoz orneklerinde total protein i¢indeki CTGF orant (%).

PEG PES Kontrol
rs6918698 (n=8) (h=17) (n=21) P
cG 0.0021 0.0019 0.940
(PEG n=1, : + - + :
PES n=2. 0.0007 0.0025 0.0009
Kontrol n=9)
GC
(PEG n=6, 0.0019 + 0.0019 + 0.0027 + 0.455
PES n=11, 0.0015 0.0015 0.0013
Kontrol n=9)
cc 0.0020 + 0.0027 + 0.575
(PEG n=1, : . .
PES n=4, 0.0013 0.0007 0.0018
Kontrol n=3)

P 0.710 0.989 0.373

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis
testi ile yapilmistir.

Tablo 3.44 : CTGF rs9399005C/T bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gére
gozyas1 orneklerinde total protein i¢indeki CTGF orani (%).

PEG PES Kontrol
rs9399005 (n=8) (n=17) (n=21) P
CcC
(PEG n=12, 0.0016 = 0.0017 = 0.0019 = 0.891
PES n=7, 0.0017 0.0013 0.0010
Kontrol n=3)
CT
(PEG =5, 0.0017+ 0.0020 = 0.0027 = 0.387
PES n=8, 0.0017 0.0012
Kontrol n=8) 0.0013
i 0.0024
(PEG n=0, i . + ;
PES n=2, 0.0007 0.0048
Kontrol n=1)
P 0.297 0.832 0.114

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis
testi ile yapilmustir.

CTGF rs12526196T/C bolgesi icin hem genotip hem hastalik durumu goz Sniinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglar1 Tablo 3.45’te gosterilmektedir. Gruplar

arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi.

CTGF rs9402373C/G bolgesi i¢in hem genotip hem hastalik durumu goz 6niinde
bulundurularak yapilan analizlerin sonuglar1 Tablo 3.46’da gosterilmektedir. Gruplar

arasinda anlamli bir fark gézlemlenmedi.
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Tablo 3.45 : CTGF rs12526196T/C bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore

gbzyas1 orneklerinde total protein igindeki CTGF orani (%).

PEG PES Kontrol

rs12526196 (n=8) (n=17) (n=21) P
TT
(PEG n=4, 0.0010 + 0.0019 + 0.0028 + 0.089
PES n=13, 0.0004 0.0014 0.0014
Kontrol n=10)
TC
(PEG n=4, 0.0023 + 0.0014 + 0.0022 + 0.559
PES n=3, 0.0017 0.0012 0.0009
Kontrol n=9)
cc 0.0010 £
(PEG n=0, i , -
PES n=1, 0.0038 0.0005
Kontrol n=2)

P 0.222 0.581 0.175

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Uclii gruplarin karsilastirmas: Kruskal-Wallis

testi ile yapilmustir.

Tablo 3.46 : CTGF rs9402373C/G bolgesi genotipleri ve hastalik durumlarina gore

akoz orneklerinde total protein i¢indeki CTGF orant (%).

PEG PES Kontrol
rs9402373 (n=8) (n=17) (n=21) P
CcC
(PEG n=5, 0.0015 = 0.0019 + 0.0021 + 0.594
PES n=10, 0.0012 0.0015 0.0009
Kontrol n=14)
CG
(PEG n=3, 0.0020 = 0.0020 = 0.0028 + 0.614
PES n=6, 0.0017 0.0014 0.0017
Kontrol n=7)
GG
(PEG n=0, _ - )
i 0.0019
Kontrol n=0)
P 0.648 0.896 0.345

Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Uglii gruplarin karsilastirmas1 Kruskal-Wallis

testi ile yapilmustir.

Ak6z humorda total protein ig¢indeki CTGF oranlarmin CTGF rs6918698G/C,
1s9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G genotiplerine ve hastalik durumuna

gore karsilastirmalarinin grafiksel gosterimleri Sekil 3.23 ve Sekil 3.24’°te verilmistir
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Sekil 3.23 : CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve 1s9402373C/G genotiplerine gore PEG ve PES hastalar1 ile kontrol akoz
humor 6rneklerinde total protein i¢indeki CTGF orani.
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Sekil 3.24 : PEG ve PES hastalar ile kontrol ak6z humor orneklerinde CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C ve rs9402373C/G
genotiplerine gore total protein i¢indeki CTGF oran.
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3.5 Kaorelasyon analizleri

3.5.1 Gozyasinda CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢cindeki
CTGF oram ile CTGF genotiplerinin korelasyonu

Gozyas1 orneklerindeki CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein igindeki
CTGF orani ile CTGF genotiplerinin korelasyonu 77 PEG hastasi, 77 PES hastas1 ve
76 kontrol i¢in bir arada (Tablo 3.47) ve PEG hastalar1 i¢in (Tablo 3.48), PES hastalar1
icin (Tablo 3.49) ve kontroller i¢in (Tablo 3.50) ayr1 ayr1 analiz edildi. PEG hastasi,
PES hastas1 ve kontroller bir arada yapilan analizde CTGF konsantrasyonu, total
protein (r=0.354, P=0.000) ve CTGF oran1 (r=0.835, P=0.000) ile yiiksek korelasyon
gosterdi, ancak CTGF genotiplerinin herhangi biri ile korelasyon gostermedi (Tablo
3.47). 4 SNP bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise tiim genotiplerin
birbiri ile anlamli bir korelasyon gosterdigi goriildi. CTGF rs6918698 genotipleri,
rs9399005 genotipleri (r=0.654, P=0.000) ve rs9402373 genotipleri ile (r=0.447,
P=0.000) pozitif korelasyon gosterirken, rs12526196 genotipleri ile (r=-0.372,
P=0.000) negatif korelasyon gosterdi.

CTGF rs9399005 genotipleri rs12526196 genotipleri ile (r=-0.330, P=0.000) negatif,
rs9402373 genotipleri ile (r=0.584, P=0.000) pozitif korelasyon gosterdi. CTGF
rs12526196 genotipleri de rs9402373 genotipleri ile (r=-0.138, P=0.032) negatif
korelasyon gosterdi (Tablo 3.47). Gozyas1 6rneklerindeki CTGF konsantrasyonu, total
protein ve total protein i¢indeki CTGF orani ile CTGF genotiplerinin korelasyonu igin
PEG hastalar1 grubunda yapilan korelasyon analizinde CTGF konsantrasyonu, total
protein (r=0.401, P=0.000) ve CTGF oran1 (r=0.876, P=0.000) ile yiiksek korelasyon
gosterdi, ancak CTGF genotiplerinin herhangi biri ile korelasyon gostermedi. Total
protein konsantrasyonu ve total protein igindeki CTGF orani ile CTGF genotipleri

arasinda da anlamli bir korelasyon goriilmedi (Tablo 3.48)

4 SNP bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise bir¢ok korelasyon goriildii.
CTGF rs6918698 genotipleri, rs9399005 genotipleri (r=0.722, P=0.000) ve rs9402373
genotipleri ile (r=0.498, P=0.000) pozitif korelasyon gosterirken, rs12526196
genotipleri ile (r=-0.443, P=0.000) negatif korelasyon gosterdi. CTGF rs9399005
genotipleri rs12526196 genotipleri ile (r=-0.333, P=0.000) negatif, rs9402373
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genotipleri ile (r=0.603, P=0.000) pozitif korelasyon gosterdi. CTGF rs12526196
genotipleri ile rs9402373 genotipleri arasinda korelasyon goriilmedi (Tablo 3.48).

Gozyas1 orneklerindeki CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein igindeki
CTGF orani ile CTGF genotiplerinin korelasyonu i¢in PES hastalar1 grubunda yapilan
korelasyon analizinde, CTGF konsantrasyonu CTGF orani (r=0.931, P=0.000) ile
yiiksek korelasyon gosterdi, ancak CTGF genotiplerinin herhangi biri ile korelasyon
gostermedi. Total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki CTGF orani ile
CTGF genotipleri arasinda da anlamli bir korelasyon goriilmedi (Tablo 3.49). 4 SNP
bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise tiim genotiplerin birbiri ile
anlamli bir korelasyon gosterdigi gortldi. CTGF rs6918698 genotipleri, rs9399005
genotipleri (r=0.620, P=0.000) ve rs9402373 genotipleri ile (r=0.505, P=0.000) pozitif
korelasyon gosterirken, 1s12526196 genotipleri ile (r=-0.456, P=0.000) negatif
korelasyon gosterdi. CTGF rs9399005 genotipleri rs12526196 genotipleri ile (r=-
0.417, P=0.000) negatif, rs9402373 genotipleri ile (r=0.672, P=0.000) pozitif
korelasyon gosterdi. CTGF rs12526196 genotipleri de rs9402373 genotipleri ile (r=-
0.296, P=0.008) negatif korelasyon gosterdi (Tablo 3.49).

Gozyast1 orneklerindeki CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein igindeki
CTGF oranmi ile CTGF genotiplerinin korelasyonu i¢in kontrol grubunda yapilan
korelasyon analizinde, CTGF konsantrasyonu total protein (r=0.455, P=0.000) ve
CTGF orant (r=0.837, P=0.000) ile yiiksek korelasyon gosterdi, ancak CTGF
genotiplerinin herhangi biri ile korelasyon gostermedi. Total protein konsantrasyonu
ve total protein i¢indeki CTGF orani ile CTGF genotipleri arasinda da anlamli bir

korelasyon goriilmedi (Tablo 3.50).

4 SNP bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise bir¢ok korelasyon goriildii.
CTGF rs6918698 genotipleri, rs9399005 genotipleri (r=0.619, P=0.000) ve rs9402373
genotipleri ile (r=0.344, P=0.001) pozitif korelasyon gosterirken, rs12526196
genotipleri ile (r=-0.223, P=0.043) negatif korelasyon gosterdi. CTGF rs9399005
genotipleri rs12526196 genotipleri ile (r=-0.253, P=0.021) negatif, rs9402373
genotipleri ile (r=0.487, P=0.000) pozitif korelasyon gosterdi. CTGF rs12526196
genotipleri ile rs9402373 genotipleri arasinda korelasyon goriilmedi (Tablo 3.50).
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Tablo 3.47 : Gozyasinda CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢gindeki CTGF orani ile CTGF genotiplerinin korelasyonu.

CTGF Total protein | CTGF oranmi rs6918698 rs9399005 rs12526196 rs9402373

CTGF Pearsony 0.354%* 0.835%* 0.037 0.060 -0.002 0.018

Correlation 1

p 0.000 0.000 0.572 0.365 0.979 0.790
Total Pearson 0.354%* 0.043 0.102 0.113 0.036 0.106
protein Correlation 1

P 0.000 0.512 0.112 0.079 0573 0.099
CTGF Pearson 0.835%* 0.043 -0.037 0.007 -0.009 -0.023
orani Correlation 1

P 0.000 0.512 0.577 0.921 0.896 0.731
rs6918608  Learson 0.037 0.102 -0.037 0.654** -0.372%* 0.447**

Correlation 1

p 0.572 0.112 0.577 0.000 0.000 0.000
rs0399005  -earson 0.060 0.113 0.007 0.654%* -0.330%* 0.584%*

Correlation 1

P 0.365 0.079 0.921 0.000 0.000 0.000
rs12526196 earson -0.002 0.036 -0.009 -0.372%* -0.330%** -0.138*

Correlation 1

P 0.979 0573 0.896 0.000 0.000 0.032
rs0402373  -earson 0.018 0.106 -0.023 0.447%* 0.584%* -0.138*

Correlation 1

p 0.790 0.099 0.731 0.000 0.000 0.032

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlaml1 (2 yonlii).,
* Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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Tablo 3.48 : PEG hastalarinin gézyasinda CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki CTGF orani ile CTGF genotiplerinin

korelasyonu.

CTGF Total protein | CTGF orani rs6918698 rs9399005 rs12526196 rs9402373

CTGF Pearson 0.401** 0.876** -0.035 0.143 -0.106 0.044

Correlation 1

p 0.000 0.000 0.764 0.216 0.358 0.704
Total Pearson 0.401** 0.023 0.179 0.202 0.014 0.100
protein Correlation 1

P 0.000 0.845 0.114 0.074 0.901 0.383
CTGF Pearson 0.876%* 0.023 -0.092 0.086 -0.132 0.077
orani Correlation 1

P 0.000 0.845 0.425 0.456 0.251 0.503
rs6018608 - earson -0.035 0.179 -0.092 0.722%* -0.443%* 0.498%*

Correlation 1

P 0.764 0.114 0.425 0.000 0.000 0.000
rs0390005 -earson 0.143 0.202 0.086 0.722%% -0.333** 0.603**

Correlation 1

p 0.216 0.074 0.456 0.000 0.003 0.000
rs12526106 earson -0.106 0.014 -0.132 -0.443** -0.333** -0.108

Correlation 1

p 0.358 0.901 0.251 0.000 0.003 0.344
rs0402373  Learson 0.044 0.100 0.077 0.498%* 0.603** -0.108

Correlation 1

p 0.704 0.383 0.503 0.000 0.000 0.344

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).

118




Tablo 3.49 : PES hastalarinin gézyasinda CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein igindeki CTGF orani ile CTGF genotiplerinin

korelasyonu.

CTGF Total protein | CTGF orani rs6918698 rs9399005 rs12526196 rs9402373

CTGF Pearson 0.097 0.931** -0.100 -0.145 0.071 -0.185

Correlation 1

P 0.401 0.000 0.386 0.207 0.539 0.108
Total Pearson 0.097 -0.139 -0.044 0.067 0.071 0.106
protein Correlation 1

p 0.401 0.228 0.696 0.557 0.530 0.349
CTGE — Pearson 0.931%* 10.139 0.067 0.115 0.073 :0.204
orani Correlation 1

P 0.000 0.228 0.563 0.318 0.527 0.075
rs6918698 zearson_ -0.100 -0.044 -0.067 0.620%* -0.456%* 0.505%*

orrelation 1

p 0.386 0.696 0.563 0.000 0.000 0.000
rs0399005  Fearson -0.145 0.067 -0.115 0.620%* -0.417%* 0.672%*

Correlation 1

p 0.207 0.557 0.318 0.000 0.000 0.000
rs12526196 earson 0.071 0.071 0.073 -0.456** -0.417%* -0.296%*

Correlation 1

p 0.539 0.530 0.527 0.000 0.000 0.008
(59402373  Hearson -0.185 0.106 -0.204 0.505%* 0.672%* -0.206%*

Correlation 1

p 0.108 0.349 0.075 0.000 0.000 0.008

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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Tablo 3.50 : Kontrol grubunun gozyasinda CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki CTGF oranmi ile CTGF genotiplerinin

korelasyonu.

CTGF Total protein | CTGF orani rs6918698 rs9399005 rs12526196 rs9402373

CTGF Pearson 0.455%* 0.837** 0.140 0.110 0.040 0.092

Correlation 1

p 0.000 0.000 0.228 0.346 0.732 0.427
Total Pearson 0.455%* 0.198 0.137 0.068 0.055 0.085
protein Correlation 1

P 0.000 0.086 0.217 0.542 0.619 0.446
CTGF Pearson 0.837%* 0.198 0.032 0.041 0.022 0.067
orani Correlation 1

P 0.000 0.086 0.784 0.725 0.847 0.563
rs6018608 - earson 0.140 0.137 0.032 0.619%* -0.223* 0.344%*

Correlation 1

P 0.228 0.217 0.784 0.000 0.043 0.001
rs0390005 -earson 0.110 0.068 0.041 0.619%* -0.253* 0.487**

Correlation 1

p 0.346 0.542 0.725 0.000 0.021 0.000
rs12526106 earson 0.040 0.055 0.022 -0.223* -0.253* -0.004

Correlation 1

p 0.732 0.619 0.847 0.043 0.021 0.971
rs0402373  Learson 0.092 0.085 0.067 0.344%* 0.487** -0.004

Correlation 1

p 0.427 0.446 0.563 0.001 0.000 0.971

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli1 (2 yonlii). * Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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3.5.2 Akézde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein icindeki
CTGF oram ile CTGF genotiplerinin korelasyonu

Akoz orneklerindeki CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki
CTGF orani ile CTGF genotiplerinin korelasyonu 8 PEG hastasi, 17 PES hastas1 ve 21
kontrol i¢in bir arada (Tablo 3.51) ve PEG hastalar1 i¢in (Tablo 3.52), PES hastalari
icin (Tablo 3.53) ve kontroller i¢in (Tablo 3.54) ayr1 ayr1 analiz edildi. PEG hastasi,
PES hastas1 ve kontroller bir arada yapilan analizde CTGF orani, CTGF
konsantrasyonu (r=0.575, P=0.000) ile pozitif, total protein (r=-0.544, P=0.000) ile
negatif korelasyon gosterdi, ancak CTGF genotiplerinin herhangi biri ile korelasyon
gostermedi. Total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki CTGF orani ile

CTGEF genotipleri arasinda da anlamli bir korelasyon goriilmedi (Tablo 3.51).

4 SNP bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise bir¢ok korelasyon goriildii.
CTGF rs6918698 genotipleri, rs9399005 genotipleri ile (r=0.509, P=0.000) pozitif
korelasyon gosterirken, rs12526196 genotipleri ile (r=-0.490, P=0.001) negatif

korelasyon gosterdi.

CTGF rs9399005 genotipleri rs12526196 genotipleri ile (r=-0.399, P=0.006) negatif
korelasyon gosterirken, 1rs9402373 genotipleri ile (r=0.633, P=0.000) pozitif
korelasyon gosterdi. CTGF rs12526196 genotipleri ile rs9402373 genotipleri arasinda
korelasyon goriilmedi (Tablo 3.51).

Akozde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki CTGF orani ile
CTGF genotiplerinin korelasyonu i¢in PEG hastalar1 grubunda yapilan korelasyon
analizinde, CTGF konsantrasyonu, CTGF oran1 ile yiiksek korelasyon gosterdi
(r=0.858, P=0.000), ancak CTGF genotiplerinin herhangi biri ile korelasyon
gostermedi. Total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki CTGF orani ile
CTGF genotipleri arasinda da anlamli bir korelasyon goriilmedi. 4 SNP bolgesi ise
birbiri ile korelasyon gostermedi (Tablo 3.52).

Akozde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki CTGF orani ile
CTGF genotiplerinin korelasyonu i¢in PES hastalar1 grubunda yapilan korelasyon
analizinde, total protein, CTGF oram ile (r=-0.636, P=0.006) negatif korelasyon
gosterdi. CTGF genotiplerinden ise sadece rs9399005 genotipleri ile (r=0.485,
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P=0.049) korelasyon gosterdi. CTGF konsantrasyonu ve total protein i¢indeki CTGF

orant ile CTGF genotipleri arasinda anlamli bir korelasyon goriilmedi (Tablo 3.53).

4 SNP bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise bir¢ok korelasyon goriildii.
CTGF rs6918698 genotipleri, rs9399005 genotipleri ile (r=0.545, P=0.024) pozitif
korelasyon gosterirken, 1s12526196 genotipleri ile (r=-0.636, P=0.006) negatif
korelasyon gosterdi. CTGF rs9399005 genotipleri rs12526196 genotipleri ile (r=-
0.547, P=0.023) negatif, rs9402373 genotipleri ile (r=0.635, P=0.006) pozitif
korelasyon gosterdi. CTGF rs12526196 genotipleri ile rs9402373 genotipleri arasinda
ise korelasyon goriilmedi (Tablo 3.53).

Akozde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein igindeki CTGF orani ile
CTGF genotiplerinin korelasyonu i¢in kontrol grubunda yapilan korelasyon
analizinde, CTGF konsantrasyonu CTGF orant ile (r=0.684, P=0.001) ve rs12526196
genotipleri ile (r=0.511, P=0.018) pozitif korelasyon gosterdi. Total protein i¢indeki
CTGF orani da rs9399005 genotipleri ile (r=-0.526, P=0.014) negatif korelasyon
gosterdi. Total protein konsantrasyonu ile diger parametreler arasinda ise anlamli bir

korelasyon goriilmedi (Tablo 3.54).

4 SNP bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise sadece 2 grup arasinda
korelasyon goriildii. CTGF rs6918698 genotipleri, sadece rs9399005 genotipleri ile
(r=0.447, P=0.042) pozitif korelasyon gosterirken, rs9399005 genotipleri ise sadece
rs9402373 genotipleri ile (r=0.631, P=0.002) yiiksek korelasyon gosterdi. CTGF
rs12526196 genotipleri ile 19402373 genotipleri arasinda ise korelasyon goriilmedi
(Tablo 3.54).

3.5.3 Gozyasi ve akozdeki CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein

icindeki CTGF oranlarinin birbiri ile korelasyonu

Gozyas1 ve akdzde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein igindeki CTGF
oranlarinin birbiri ile korelasyonu 7 PEG hastasi, 10 PES hastasi ve 12 kontrol i¢in bir
arada (Tablo 3.55) ve PEG hastalari, PES hastalar1 ve kontroller i¢in (EK 3) ayr1

ayr1 analiz edildi.
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Tablo 3.51 : Akozde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki CTGF orani1 ile CTGF genotiplerinin korelasyonu.

CTGF Total protein | CTGF oram1 | rs6918698 rs9399005 rs12526196 rs9402373
CTGF Pearson 0.175 0.575%* -0.059 -0.081 0.082 -0.116
Correlation 1
P 0.245 0.000 0.698 0.592 0.588 0.442
Total Pearson 0.175 -0.544%* 0.103 0.244 0.063 0.083
protein Correlation 1
P 0.245 0.000 0.496 0.102 0.679 0.581
CTGF Pearson 0.575%* -0.544%* -0.092 -0.259 0.016 -0.124
orani Correlation 1
P 0.000 0.000 0.542 0.082 0.914 0.412
rs6918608  Learson -0.059 0.103 -0.092 0.509** -0.490** 0.286
Correlation 1
P 0.698 0.496 0.542 0.000 0.001 0.054
Pearson
rs9399005 . -0.081 0.244 -0.259 0.509%* -0.399%* 0.633**
Correlation 1
p 0.592 0.102 0.082 0.000 0.006 0.000
Pearson
rs12526196 . 0.082 0.063 0.016 -0.490%** -0.399%* -0.107
Correlation 1
P 0.588 0.679 0.914 0.001 0.006 0.479
Pearson
rs9402373 . -0.116 0.083 -0.124 0.286 0.633** -0.107
Correlation 1
p 0.442 0.581 0.412 0.054 0.000 0.479

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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Tablo 3.52 : PEG hastalarinin akézde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki CTGF orani ile CTGF genotiplerinin

korelasyonu.

CTGF Total protein | CTGF orani rs6918698 rs9399005 rs12526196 rs9402373
CTGF Pearson -0.183 0.858** -0.283 -0.198 -0.311 -0.200
Correlation 1
P 0.664 0.006 0.498 0.638 0.454 0.634
Total Pearson -0.183 -0.624 0.063 0.110 0.416 0.183
protein Correlation 1
P 0.664 0.098 0.883 0.795 0.306 0.665
CTGF Pearson 0.858** -0.624 -0.122 -0.047 -0.524 -0.192
orani Correlation 1
P 0.006 0.098 0.774 0.913 0.183 0.648
Pearson
rs6918698 . -0.283 0.063 -0.122 0.516 -0.500 0.000
Correlation 1
P 0.498 0.883 0.774 0.190 0.207 1.000
Pearson
rs9399005 . -0.198 0.110 -0.047 0.516 -0.258 0.600
Correlation 1
P 0.638 0.795 0.913 0.190 0.537 0.116
Pearson
rs12526196 . -0.311 0.416 -0.524 -0.500 -0.258 0.258
Correlation 1
P 0.454 0.306 0.183 0.207 0.537 0.537
Pearson
rs9402373 . -0.200 0.183 -0.192 0.000 0.600 0.258
Correlation 1
P 0.634 0.665 0.648 1.000 0.116 0.537

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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Tablo 3.53 : PES hastalarinin akézde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki CTGF orani ile CTGF genotiplerinin

korelasyonu.

CTGF Total protein | CTGF orani rs6918698 rs9399005 rs12526196 rs9402373

CTGF Pearson 0.134 0.414 0.092 0.315 -0.397 0.043

Correlation 1

P 0.607 0.099 0.727 0.218 0.115 0.869
Total Pearson 0.134 10.636** 0.407 0.485* 0.244 0.158
protein Correlation 1

P 0.607 0.006 0.105 0.049 0.345 0.544
CTGF Pearson 0.414 -0.636%* 0.017 -0.161 -0.170 -0.018
orani Correlation 1

P 0.099 0.006 0.947 0.537 0.514 0.945
(56918608  -carson 0.092 0.407 0.017 0.545* -0.636%* 0.343

Correlation 1

P 0.727 0.105 0.947 0.024 0.006 0.177
(59300005  -earson 0.315 0.485* -0.161 0.545* -0.547% 0.635%*

Correlation 1

P 0.218 0.049 0.537 0.024 0.023 0.006
512526196 -carson -0.397 -0.244 -0.170 -0.636** -0.547* -0.230

Correlation 1

P 0.115 0.345 0.514 0.006 0.023 0.374

Pearson
rs9402373 . 0.043 0.158 -0.018 0.343 0.635** -0.230

Correlation 1

P 0.869 0.544 0.945 0.177 0.006 0.374

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
* Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamli (2 yonli).
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Tablo 3.54 : Kontrol grubunun akézde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki CTGF orami ile CTGF genotiplerinin

korelasyonu.

CTGF Total protein | CTGF orani rs6918698 rs9399005 rs12526196 rs9402373
CTGF Pearson 0.386 0.684** -0.125 -0.357 0.511* -0.263
Correlation 1
P 0.084 0.001 0.588 0.112 0.018 0.249
Total Pearson 0.386 -0.295 0.056 0.172 0.234 -0.017
protein Correlation 1
P 0.084 0.193 0.810 0.457 0.308 0.941
CTGF Pearson 0.684** -0.295 -0.291 -0.526* 0.402 -0.270
orani Correlation 1
P 0.001 0.193 0.200 0.014 0.071 0.237
Pearson
rs6918698 . -0.125 0.056 -0.291 0.447* -0.342 0.289
Correlation 1
P 0.588 0.810 0.200 0.042 0.129 0.204
rs9399005  hearson -0.357 0.172 -0.526* 0.447* -0.272 0.631**
Correlation 1
P 0.112 0.457 0.014 0.042 0.233 0.002
Pearson
rs12526196 . 0.511* 0.234 0.402 -0.342 -0.272 -0.052
Correlation 1
P 0.018 0.308 0.071 0.129 0.233 0.824
Pearson
rs9402373 . -0.263 -0.017 -0.270 0.289 0.631** -0.052
Correlation 1
P 0.249 0.941 0.237 0.204 0.002 0.824

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
* Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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Tablo 3.55 : Gézyas1 ve ak6zde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein
icindeki CTGF oranlarinin birbiri ile korelasyonu.

i Akoz Akoz . Gozyas1 | Gozyast
Akoz Gozyast
CTGE total_ CTGF CTGE tota! CTGF
protein | oram protein orant

Akoz Pearson .
CTGE Correlation 1 0.175 | 0.575 -0.102 0.148 -0.114

P 0.245 | 0.000 0.614 0.426 0.571
Akoz Pearson -
total Correlation 0.175 1 0.544™ -0.249 0.175 -0.248
protein P 0.245 0.000 0.211 0.348 0.212
Akoz Pearson e -
CTGE Correlation 0.575 0.544™ 1 0.002 0.025 0.000
orant P 0.000 | 0.000 0.992 0.896 0.999
Gozyast  Pearson i i s
CTGE Correlation 0.102 | -0.249 | 0.002 1 0.128 0.929

P 0.614 | 0.211 | 0.992 0.524 0.000
Gozyast  Pearson i
total Correlation 0.148 | 0.175 | 0.025 0.128 1 0.100
protein P 0426 | 0.348 | 0.896 0.524 0.620
Gozyas1 Pearson i i o |
CTGF Correlation 0.114 | -0.248 | 0.000 | 0.929 0.100 1
orant P 0571 | 0.212 | 0.999 0.000 0.620

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii)

Akodz ve gozyast igindeki CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢indeki
CTGF oranlar birbiri ile korelasyon gostermedi. Akéz CTGF konsantrasyonu, akoz
CTGF orani ile pozitif korelasyon gosterirken (r=0.575, P=0.000), akoz total protein
konsantrasyonu ise akdéz CTGF oram ile negatif korelasyon gosterdi (r=-0.544,
P=0.000). Gozyas1 CTGF konsantrasyonu, gdzyas1 CTGF orani ile pozitif korelasyon
gosterdi (r=0.929, P=0.000) (Tablo 3.55).

Gozyast ve akozde CTGF konsantrasyonu, total protein ve total protein igindeki CTGF
oranlarinin birbiri ile korelasyonunun PEG hastalari, PES hastalar1 ve kontroller igin
ayr1 ayr1 yapildigi analizlerin hicbirinde akdz verileri ile gdzyas1 verileri arasinda

korelasyon goriilmedi. Bu analizlerin tablolart EK 3’te verilmistir.

3.6 Lojistik regresyon analizleri

Bu ¢alismada incelenen birbirinden bagimsiz bir ¢ok durum oldugu i¢in bunlarin PEG
ve PES hastasi olma ile iligkilerini bir arada incelemek i¢in lojistik regresyon analizi

kullanildi. Genotipler, gdzyas1 total protein ve CTGF seviyeleri, total protein i¢indeki
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CTGF orani, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, sigara kullanimi ve inme
verileri es degiskenler olarak modellere farkli kombinasyonlar ile eklendi. Gozyas1
verileri olan calisma grubu ile genotip verileri olan g¢alisma grubu say1 olarak
birbirinden farkli oldugu i¢in bu gruplar ayri ayr1 modellenerek analiz edildi.
Olusturulan her modele gore es degisken olarak atanan parametreler icin lojistik
regresyon analizinden Once es lineerlik istatistigi (collinearity statistics) yapildi ve
kullanilan modellerde es degiskenler arasinda herhangi bir es lineerlik goriilmedigi
i¢in hepsi bir arada modele eklenerek lojistik regresyon analizi yapildi. Analizler ikili
lojistik regresyon (binary logistic regression)’da geriye dogru se¢im (Backward: LR)

yontemi kullanilarak yapildi.

Analiz i¢in 4 model olusturuldu. 213 PEG hastasi, 214 PES hastasi ve 215 kontrol
bireyden olusan tiim popiilasyon (tiim ¢alisma grubu) icin lojistik regresyon analizi
Model 1 ve Model 2 baslig1 altinda yapildi. Model 1 resesif genetik modele, Model 2
ise dominant genetik modele gore olusturuldu. Resesif modelde minor alelin resesif
karakterde oldugu varsayildi ve homozigot olma durumunun hastalik ile iliskisine
bakildi. Dominant modelled ise minér alelin dominant oldugu varsayildi ve mindr
alelin homozigot ve heterozigot olma durumunun hastalik ile iligkisine bakildi. 77
PEG hastasi, 77 PES hastast ve 76 kontrol bireyden olusan gozyasi Ornekleri
poplilasyonu i¢in lojistik regresyon analizi ise Model 3 ve Model 4 basglig1 altinda
yapildi. Model 3 ve 4’te, Model 1 ve 2’den farkli olarak gbzyasindaki CTGF ve total
protein konsantrasyonu ile total protein icindeki CTGF orami datasi da analize dahil
edildi. Model 3 resesif genetik modele, Model 4 ise dominant genetik modele gore
olusturuldu. Tiim modeller i¢in PES hastalig1 ve kontroller (Model 1.1, 2.1, 3.1 ve 4.1)
ile PEG hastalig1 ve kontroller (Model 1.2, 2.2, 3.2 ve 4.2) arasindaki iligki ayr1 ayr1

ele alindi.

3.6.1 Model 1 — Tiim popiilasyon-Resesif Genetik Model

Bu modelde 213 PES, 214 PEG ve 215 kontrolden olusan tiim c¢alisma grubunda 4
SNP bdlgesinin genotipleri ile cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, sigara
kullanim1 ve inme verileri birlikte incelendi. Her polimorfizm bolgesi i¢in 3 farkli
genotip oldugu i¢in bunlar1 2 gruba indirmek amaciyla polimorfik homozigot
genotipler bir gruba (riskli), yabanil homozigot genotipler ile heterozigot genotipler

diger gruba gruba alindi. Bu popiilasyondaki PES hastalig1 ile kontroller arasinda
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analizler Model 1.1 altinda yapilirken ve PEG hastalig1 ile kontroller arasindaki
analizler Model 1.2 altinda yapilmistir.

3.6.1.1 Model 1.1 PES-Kontrol

Modele cinsiyet, diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, inme, sigara kullanimi, CTGF
rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri kovaryant olarak eklendi
ve 214 PES ile 215 kontrol karsilastirildi. CTGF rs6918698CC, rs9399005TT,
1s12526196CC ve rs9402373GG genotipleri riskli olarak atandi. Degiskenlerin higbiri
PES olma durumu ile iliskili bulunmadi. Model, vakalarin %51.5'ini dogru bir sekilde
tahmin etmis ve Hosmer—Lemeshow goodness of fit testi modelin kalibrasyonunun

lojistik regresyon i¢in uygun oldugunu gostermistir (x2=9.652, 8 df, P=0.290).

3.6.1.2 Model 1.2 PEG-Kontrol

Modele cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, sigara kullanimi, inme, CTGF
rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri kovaryant olarak eklendi
ve 213 PEG ile 215 kontrol karsilastirildi. CTGF rs6918698CC, rs9399005TT,
rs12526196CC ve rs9402373GG genotipleri riskli olarak atandi. Tablo 3.56’da
gosterildigi gibi cinsiyetin PEG riskinde belirleyici faktor oldugu tespit edildi. PEG
olma riskine gore degerlendirildiginde erkek olmanin kadin olmaya gore 1.8 kat daha
riskli oldugu bulundu (OR=1.761, 95% CI=1.198-2.589, P=0.004). Bu model,
vakalarin %57.7’sini dogru bir sekilde tahmin etmis ve Hosmer—Lemeshow goodness
of fit testi modelin kalibrasyonunun lojistik regresyon i¢in uygun oldugunu

gostermistir (x2=13.113, 8 df, P=0.108).

Tablo 3.56 : MODEL 1.2 - 213 PEG ile 215 kontrolden olusan grupta cinsiyet, diyabet,
kalp hastaligi, hipertansiyon, sigara kullanimi, inme, CTGF rs6918698, rs9399005,
rs12526196 ve rs9402373 genotipleri kovaryant olarak eklenerek olusturulan resesif
genetik modele gore yapilan analizler.

Degiskenler OR 95% CI P

Cinsiyet (erkek) 1.761 1.198-2.589 0.004

Diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, inme, sigara kullanimi, CTGF rs6918698,
rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri de regresyona dahil edildi ancak
anlamli sonug vermedigi icin tabloda gosterilmedi.
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3.6.2 Model 2 — Tiim popiilasyon-Dominant Genetik Model

Bu modelde 213 PES, 214 PEG ve 215 kontrolden olusan tiim ¢alisma grubunda 4
SNP bolgesinin genotipleri ile cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, sigara
kullanim1 ve inme verileri birlikte incelendi. Her polimorfizm bdlgesi i¢in 3 farkh
genotip oldugu i¢in bunlar1 2 gruba indirmek amaciyla polimorfik homozigot
genotipler ile heterozigot genotipler bir gruba (riskli), yabanil homozigot olanlar ise
diger gruba alindi. Bu popiilasyondaki PES hastalig1 ile kontroller arasinda analizler
Model 2.1 altinda yapilirken ve PEG hastalig1 ile kontroller arasindaki analizler Model
2.2 altinda yapilmistir.

3.6.2.1 Model 2.1 PES-Kontrol

Modele cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme, sigara kullanimi, CTGF
rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri kovaryant olarak eklendi
ve 214 PES ile 215 kontrol karsilastirildi. Bu modelde Model 1°den farkli olarak CTGF
rs6918698 CC+GC, rs9399005 TT+CT, rs12526196 CC+TC ve rs9402373 GG+CG
genotipleri riskli olarak atandi. Degiskenlerin hi¢biri PES olma durumu ile iliskili
bulunmadi. Model, vakalarin %51.5'ini dogru bir sekilde tahmin etmis ve Hosmer—
Lemeshow goodness of fit testi modelin kalibrasyonunun lojistik regresyon i¢in uygun
oldugunu gostermistir (y2=5.816, 8 df, P=0.668).

3.6.2.2 Model 2.2 PEG-Kontrol

Modele cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme, sigara kullanimi, CTGF
rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri kovaryant olarak eklendi
ve 213 PEG ile 215 kontrol karsilastirildi. CTGF rs6918698 CC+GC, rs9399005
TT+CT, 1512526196 CC+TC ve rs9402373 GG+CG genotipleri riskli olarak atandi.
Tablo 3.57°de gosterildigi gibi cinsiyetin PEG riskinde belirleyici faktor oldugu tespit
edildi. PEG olma riskine gore degerlendirildiginde erkek olmanin kadin olmaya goére
1.8 kat daha riskli oldugu bulundu (OR=1.761, 95% CI=1.198-2.589, P=0.004). Bu
model, vakalarin %57.7’sini dogru bir sekilde tahmin etmis ve Hosmer—Lemeshow
goodness of fit testi modelin kalibrasyonunun lojistik regresyon i¢in uygun oldugunu

gostermistir (x2=15.358, 8 df, P=0.053).
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Tablo 3.57 : MODEL 2.2 - 213 PEG ile 215 kontrolden olusan grupta cinsiyet, diyabet,
kalp hastaligi, hipertansiyon, sigara kullanimi, inme, CTGF rs6918698, rs9399005,
rs12526196 ve 159402373 genotipleri kovaryant olarak eklenerek olusturulan
dominant genetik modele gore yapilan analizler.

Degiskenler OR 95% ClI P

Cinsiyet (erkek) 1.761 1.198-2.589 0.004

Diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme, sigara kullanimi, CTGF rs6918698,
rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri de regresyona dahil edildi ancak anlaml
sonug vermedigi i¢in tabloda gosterilmedi.

3.6.3 Model 3 — Gozyasi1-Resesif Genetik Model

Bu modelde 77 PES, 77 PEG ve 76 kontrolden olusan gozyasi ¢alisma grubunda 4
SNP bolgesinin genotipleri ile gézyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve
total protein i¢cindeki CTGF orani, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon,
sigara kullanim1 ve inme verileri birlikte incelendi. Her polimorfizm bdlgesi icin 3
farkli genotip oldugu i¢in bunlar1 2 gruba indirmek amaciyla polimorfik homozigot
genotipler bir gruba (riskli), yabanil homozigot genotipler ile heterozigot genotipler
diger gruba alindi. Bu popiilasyondaki PES hastaligi ile kontroller arasinda analizler
Model 3.1 altinda yapilirken ve PEG hastalig1 ile kontroller arasindaki analizler Model
3.2 altinda yapilmistir.

3.6.3.1 Model 3.1 PES-Kontrol

Modele gozyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve total protein i¢indeki
CTGF orani, 4 SNP bolgesinin genotipleri, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi,
hipertansiyon, sigara kullanim1 ve inme durumu kovaryant olarak eklendi ve gdzyasi
sonuglart olan Ornekler arasindan 77 PES ile 76 kontrol karsilastirildi. CTGF
rs6918698CC, rs9399005TT, rs12526196CC ve rs9402373GG genotipleri riskli
olarak atandi. Degiskenlerin hi¢biri PES olma durumu ile iliskili bulunmadi. Bu
model, vakalarin %59.5’ini dogru bir sekilde tahmin etmis ve Hosmer—Lemeshow
goodness of fit testi modelin kalibrasyonunun lojistik regresyon i¢in uygun oldugunu
gostermistir (10.113, 8 df, P=0.257).

3.6.3.2 Model 3.2 PEG-Kontrol

Modele gozyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve total protein icindeki
CTGF orani, 4 SNP bolgesinin genotipleri, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi,
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hipertansiyon, sigara kullanimi ve inme durumu kovaryant olarak eklendi ve gbzyasi
sonuglart olan Ornekler arasindan 77 PEG ile 76 kontrol karsilastirildi. CTGF
rs6918698CC, rs9399005TT, rs12526196CC ve rs9402373GG genotipleri riskli
olarak atandi. Tablo 3.58’de gosterildigi gibi cinsiyetin PEG riskinde belirleyici faktor
oldugu tespit edildi. PEG olma riskine gore degerlendirildiginde erkek olmanin kadin
olmaya gore 2 kat (OR=2.041, 95% CI=1.072-3.887, P=0.030) daha riskli oldugu
bulundu. Bu model, vakalarin %58.8’ini dogru bir sekilde tahmin etmis ve Hosmer—
Lemeshow goodness of fit testi modelin kalibrasyonunun lojistik regresyon i¢gin uygun

oldugunu gostermistir (y2=6.297, 8 df, P=0.614).

Tablo 3.58 : MODEL 3.2 - 77 PEG ile 76 kontrolden olusan grupta total protein, CTGF
konsantrasyonu ve total protein i¢cindeki CTGF orani, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi,
hipertansiyon, sigara kullanimi, inme, CTGF rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve
rs9402373 genotipleri kovaryant olarak eklenerek olusturulan resesif genetik modele
gore yapilan analizler.

Degiskenler OR 95% ClI P

Cinsiyet (erkek) 2.041 1.072-3.887 0.030

Gozyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve total protein i¢indeki CTGF orani,
CTGF rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri, diyabet, kalp
hastaligi, hipertansiyon, sigara kullanimi ve inme faktorleri de regresyona dahil edildi
ancak anlamli sonu¢ vermedigi igin tabloda gosterilmedi.

3.6.4 Model 4 — Gozyasi-Dominant Genetik Model

Bu modelde 77 PES, 77 PEG ve 76 kontrolden olusan gozyasi ¢alisma grubunda 4
SNP bolgesinin genotipleri ile gozyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve
total protein igindeki CTGF orani, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon,
sigara kullanim1 ve inme verileri birlikte incelendi. Her polimorfizm bdlgesi igin 3
farkli genotip oldugu i¢in bunlar1 2 gruba indirmek amaciyla polimorfik homozigot
genotipler ile heterozigot genotipler bir gruba (riskli), yabanil homozigot olanlar ise
diger gruba alindi. Bu popiilasyondaki PES hastalig1 ile kontroller arasinda analizler
Model 4.1 altinda yapilirken ve PEG hastalig ile kontroller arasindaki analizler Model
4.2 altinda yapilmustir.

3.6.4.1 Model 4.1 PES-Kontrol

Modele gozyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve total protein igindeki
CTGF orani, 4 SNP bolgesinin genotipleri, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi,
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hipertansiyon, sigara kullanimi ve inme durumu kovaryant olarak eklendi ve gozyasi
sonuglar1 olan ornekler arasindan 77 PES ile 76 kontrol karsilastirildi. Bu modelde
Model 3’ten farkli olarak CTGF CTGF rs6918698 CC+GC, rs9399005 TT+CT,
rs12526196 CC+TC ve rs9402373 GG+CG genotipleri riskli olarak atandi. Tablo
3.59da gosterildigi gibi cinsiyetin PES riskinde belirleyici faktor oldugu tespit edildi.

Tablo 3.59 : MODEL 4.1 - 77 PES ile 76 kontrolden olusan grupta total protein, CTGF
konsantrasyonu ve total protein i¢cindeki CTGF orani, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi,
hipertansiyon, sigara kullanimi, inme, CTGF rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve
rs9402373 genotipleri kovaryant olarak eklenerek olusturulan dominant genetik
modele gore yapilan analizler.

Degiskenler OR 95% ClI P

Cinsiyet (erkek) 2.024 1.021-4.013 0.043

Gozyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve total protein i¢cindeki CTGF orani,
CTGF rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri, diyabet, kalp
hastaligi, hipertansiyon, sigara kullanimi ve inme faktorleri de regresyona dahil edildi
ancak anlamli sonu¢ vermedigi i¢in tabloda gosterilmedi.

PES olma riskine gore degerlendirildiginde erkek olmanin kadin olmaya gore 2 kat
daha riskli oldugu bulundu (OR=2.024, 95% CI=1.021-4.013, P=0.043). Bu model,
vakalarin %64.1’ini dogru bir sekilde tahmin etmis ve Hosmer—Lemeshow goodness
of fit testi modelin kalibrasyonunun lojistik regresyon i¢in uygun oldugunu
gostermistir (x2=4.839, 8 df, P=0.775).

3.6.4.2 Model 4.2 PEG-Kontrol

Modele gozyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve total protein igindeki
CTGF orani, 4 SNP bolgesinin genotipleri, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi,
hipertansiyon, sigara kullanim1 ve inme durumu kovaryant olarak eklendi ve gdzyasi
sonuglar1 olan 6rnekler arasindan 77 PEG ile 76 kontrol karsilastirildi. CTGF CTGF
rs6918698 CC+GC, rs9399005 TT+CT, rs12526196 CC+TC ve rs9402373 GG+CG
genotipleri riskli olarak atandi. Tablo 3.60’ta gosterildigi gibi cinsiyetin PEG riskinde
belirleyici faktor oldugu tespit edildi. PEG olma riskine gore degerlendirildiginde
erkek olmanin kadin olmaya gore 2.2 kat daha riskli oldugu bulundu (OR=2.231, 95%
Cl=1.153-4.316, P=0.017). Bu model, vakalarin %61.4’iinii dogru bir sekilde tahmin
etmis ve Hosmer—Lemeshow goodness of fit testi modelin kalibrasyonunun lojistik

regresyon i¢in uygun oldugunu gostermistir (¥2=5.796, 8 df, P=0.670)
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Tablo 3.60 : MODEL 4.2 - 77 PEG ile 76 kontrolden olusan grupta total protein, CTGF
konsantrasyonu ve total protein i¢cindeki CTGF orani, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi,
hipertansiyon, sigara kullanimi, inme, CTGF rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve
rs9402373 genotipleri kovaryant olarak eklenerek olusturulan dominant genetik
modele gore yapilan analizler.

Degiskenler OR 95% ClI P

Cinsiyet (erkek) 2.231 1.153-4.316 0.017

Gozyasindaki total protein, CTGF konsantrasyonu ve total protein i¢indeki CTGF orani,
CTGF rs6918698, rs9399005, rs12526196 ve rs9402373 genotipleri, diyabet, kalp
hastalig1, hipertansiyoni inme ve sigara kullanimi faktorleri de regresyona dahil edildi
ancak anlamli sonu¢ vermedigi i¢in tabloda gosterilmedi.
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4 TARTISMA

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES) ilerleyen yas ile ortaya cikan ciddi bir goz
hastaligidir. Hiicre dis1 matrikste fibriler materyallerin gereginden fazla iiretilmesi ve
bunlarin gerektigi gibi regiile edilememesi neticesinde birikmesi sonucu olusan bir
durumdur. Bu birikimler g6z dokulart disinda farkli dokularda da goriilmiis
oldugundan sistemik bir hastalik olarak degerlendirilir. Bazen de bu biriken
psodoeksfoliyatif materyal akéz humor sivisinin bosaltilmasini saglayan kanallari
tikayarak g6z ici basincinin artmasina neden olur. Bu da psddoeksfoliyatif glokom
(PEG) olusmasina ve gorme sinirine zarar vererek gérme alaninda hasar olugsmasina,
sonunda da tam gorme kaybina neden olabilir. Bu durum bireyin hayat kalitesini
onemli oranda etkilemektedir. Saglik ve teknoloji alanindaki gelismeler ve ¢alismalar
sayesinde insan Omrii giderek uzamaya baglamistir. Bu caligmadaki s6z konusu
hastaliklar da ilerleyen yaslarda goriilen rahatsizliklar oldugu i¢in bu hastaliklarin
erken tanis1 ve tedavi edilebilmesi oldukca 6nem tasimaktadir ancak heniiz erken
teshis saglayabilecek parametreler belirlenememistir. Bu aragtirmanin amaci PES ya
da PEG tanisinda kullanabilecek objektif parametreleri sorgulamak ve bunlar {izerine
uygulanabilecek tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in kesif yapmaktir. Bu nedenle
calismamizda psodoeksfoliyatif materyal birikimi ile ilgili olabilecegi diisiiniilen
CTGF proteininin genindeki 4 adet SNP iizerinde durulmustur. Bu SNPler kodlayan
bolgede degil promotor ya da intronik bdlgede bulunmaktadir ve bu sebeple protein
ifadesini etkileyebilirler. Proteinin ifade seviyesinin etkilenmesi de psddoeksfoliyatif
materyal olusumu ve birikimi ile baglantili olabilir. Tiim bunlar1 degerlendirebilmek
amaciyla ¢alisma grubunun gozyasi ve akoz sivilarindaki CTGF konsantrasyonlar1 da

Olciilmiis ve genotipler ile iliskileri incelenmistir.

4.1 Demografik ozellikler

Daha 6nce de bahsedildigi gibi PEG ve PES ilerleyen yaslarda ortaya ¢ikar ve cografik
ya da etnik farkliliklara gore toplumlar arasinda goriilme siklig1 degisir. PES ile ilgili
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yapilan bazi ¢alismalar sonucu farkl iilkelerde yas gruplarina gore PES goriilme

sikligit Tablo 4.1°de verilmektedir, ortalama 40 yas iizerinde sik goriilen bir

rahatsizliktir. PEG ise PES hastalarinda daha sonradan gelisen bir glokom tiirii

oldugundan PEG hastalarinin yas ortalamasi daha da yiiksektir. Bu arastirmadaki

calisma grubunun genel yas ortalamasi yaklasik olarak 72’dir. Ancak sonuglarin

analizi agisindan, klinik tarafindan hasta ve kontrol gruplar1 belirlenirken yas

ortalamasi benzer tutulmaya c¢alisilmistir, bu nedenle gruplar arasinda anlamli bir yas

farki yoktur (Tablo 3.1). Ulkemizde farkli bolgelerde yapilan arastirma sonuglarina

gore yas gruplarina gore PES goriilme siklig1 ise Tablo 4.2°de verilmektedir.

Tablo 4.1 Bazi iilkelerde yas gruplarina gére PES goriilme sikligi.

Ulkeler Yas (Yil) | Goriilme sikig (%) [Y2Y1n

Avustralya (Orta Avustralya) | >61 16.3 Taylor ve dig., 1977
Avustralya (Blue Mountains) | >49 2.3 Mitchell ve dig., 1999
Avustralya (Victoria) >40 0.98 McCarty ve dig., 2000

Cin Halk Cumbhuriyeti >50 2.38 You ve dig., 2013
Finlandiya >70 221 Hirvela ve dig., 1995
Fransa >50 5.5 Colin ve dig., 1988
Yunanistan (Epirus) >50) 24.3 Stefaniotou ve dig., 1990
Yunanistan (Crete) >40 16.1 Kozobolis ve dig., 1997
Gronland >70 45 Ostenfeld-Akerblom, 1988
Norveg >65 16.9 Ringvold ve dig., 1987
zlanda >50) 10.7 Arnarsson ve dig., 2007
Hindistan (Giiney Hindistan) | >40 3.8 Arvind ve dig., 2003
Hindistan (Tamil Nadu) >40 6 Krishnadas ve dig., 2003
Hindistan (Andhra Pradesh) | >40 3.01 Thomas ve dig., 2005

fran >50 13.1 ?Ié)gugri-Mahdavi ve dig,
Japonya >5(0) 3.4 Miyazaki ve dig., 2005
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Tablo 4.2 Tiirkiye’de yas gruplarina gore PES goriilme siklig1.

Bolge Yas (y1il) Goriilme sikhig1 (%) [Yayin
Tiirkiye (Hepsi) >4() 11.3 [skeleli, 1978
Tiirkiye (Hepsi) >50 18.2 Orgen, 1949
Dogu Akdeniz >60 11.2 Yalaz ve dig., 1992
Karadeniz >60 16.5 Artiirk ve dig., 2005
Orta Karadeniz >60 12.2 Cumurcu ve dig., 2010
Ankara >40 12.8 irkec, 1979
Istanbul >60 11 Alpay ve dig., 1989

PES ve PEG iizerinde cinsiyetin etkisini arastiran bazi ¢alismalara gore kadinlarda
PES goriilme sikliginin daha fazla oldugu sdylenirken (Tarkkanen, 1962; Aasved,
1969), diger arastirmalarda erkekler ve kadinlar arasinda belirgin bir fark
bulunmamaistir (Moreno-Montanis ve dig., 1989). Diger bir calismada ise ultraviyole
maruziyeti olan Yugoslavlar, Avustralyali aborjinler, Peru Hintlileri ve Asya Hintlileri

gibi popiilasyonlarda PES erkeklerde daha yaygindir (Forsius, 1988).

Bazi ¢aligsmalara gore PES’ten PEG gelistirme olasiligi erkeklerde daha fazladir
(Madden ve Crowley, 1982; Sziklai ve Suiveges, 1988; Gillies ve Brooks, 1988).
Kozart ve Yanoff 100 PES hastasi ile yaptiklar1 calismada kadinlar ile erkekler
arasinda 3 kat fark bulmuslardir ancak 25 erkekten 10'unda yiiksek goz ici basinci
goriirken, 75 kadindan ancak 17'sinde yiiksek g6z i¢i basinct dlgmiislerdir (Kozart ve
Yanoff, 1982). Bir¢ok arastirma PEG ile cinsiyet iliskisi bulmamis olsa da, Moreno
Montanis ve dig. yaptiklar1 ¢aligmada PEG’in erkeklerde daha erken ve daha yliksek
bir goz i¢1 basinci ile ortaya ¢iktigini ve gorme alani kusurlarinin erkeklerde daha ¢ok

oldugunu ortaya koymuslardir (Moreno Montanis ve dig., 1990).

Bu calismada ise PEG grubundaki erkeklerin kadinlara orani kontrol grubuna gore
anlaml seviyede yiiksek bulunmustur ancak diger gruplar arasindaki fark anlamh
degildir (Tablo 3.1). Ayrica tim ¢alisma popiilasyonunda 4 CTGF SNP’sinin
genotipleri, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma
durumu gibi risk faktorleri lojistik regresyon analizi ile incelenmistir. Regresyon
analizi i¢in farkli degiskenleri bir araya getiren birbirinden farkli modeller
olusturulmus ve bu modellerin ayrintilar1 3.7.1 ve 3.7.2 numarali boliimlerde

aciklanmistir. Genel olarak bu grupta yapilan regresyon analizine gore PEG ile erkek
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olmak 1.8 kat iligkili ¢ikmistir (Tablo 3.56 ve 57). PES ig¢in ise risk faktorlerinden hig

biri ile iliski saptanmamustir.

Caligsma grubunun diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, sigara kullanimi ve inme gibi
diger demografik bilgilerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sayilabilecek

bir fark gézlemlenmemistir (Tablo 3.1).

4.2 Genotip analizleri

4 farkli SNP bolgesinin genotiplerinin PEG hastasi, PES hastas1 ve kontrollerde
goriilme sikliklar1 analiz edilmis ve belirli bir genotipin ya da alelin PEG ya da PES
riskinde rol alip almadigi tespit edilmeye calisilmigtir. Bir SNP bolgesinin
genotiplerinin tek baslarina PEG ya da PES ile anlamli bir iliskisi bulunmamstir
(Tablo 3.2, 3, 4 ve 5). Ancak bu 4 SNP i¢cin de genotipleme c¢aligmalar1 Tiirk
toplumunda ilk kez yapildig1 i¢in kontrol grubunda alel frekanslarinin belirlenmis
olmasi acisindan oldukca Onemlidir. Ayrica CTGF rs6918698, rs12526196 ve
rs9402373 SNPleri PES ve PEG igin ilk kez bu ¢alismada arastirilmis ve hem hasta
hem kontrol gruplari i¢in genotip ile alel frekanslar1 tespit edilmistir. Her bolge i¢in
daha onceki literatiir bilgileri ile bu ¢alismanin sonuglarinin karsilastirmalar1 agsagidaki

boliimlerde ayrintili olarak verilmektedir.

Bu caligmadaki s6z konusu polimorfizmler kodlayan bodlgede yer almadigr igin
etkilerini gen ifade seviyesini ya da mRNA stabilitesini etkileyerek gosterdikleri
diistiniilmektedir. CTGF geninin promotor bolgesinde, -945. pozisyonunda bulunan
1s6918698G/C polimorfizimi i¢in C alelinin varligi, transkripsiyonel diizenleyici
Sp3’iin yiiksek afinite ile bu bolgeye baglanmasina ve genin transkripsiyonel
baskilanmaya ugramasina yol agmaktadir; bu durum CTGF iiretiminin azalmas ile
sonuglanabilmektedir (Fonseca ve dig., 2007). CTGF rs9399005C/T polimorfizmi 3’
transle edilmeyen bolgede bulunmaktadir. Granel ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada
bu SNP icin fonksiyonel inceleme yapilmis ve T alelini tastyan DNA’nin niiklear
faktorleri C aleline gore daha iyi bagladig1 goriilmiistiir. Bilgisayar programi ile
yapilan hesaplamalar sonucunda bu polimorfizmin CTGF mRNA’smin ikincil
yapisini, dolayisi ile de transkriptin stabilitesini etkileyebilecegi bulunmustur (Granel

ve dig., 2010). CTGF rs9402373C/G ve rs12526196T/C SNP’leri de CTGF ifade
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edilme seviyesini etkileyebilirler. Her iki SNP de intronda bulunmaktadir ve bu
polimorfizmlerin niikleer faktorlerin baglanmasini etkileyerek gen transkripsiyonunu
veya transkriptin stabilitesini etkileyebilecekleri diisiiniilmektedir. Dessein ve dig.’nin
caligmasinda bu polimorfizler ile ilgili dncelikle bilgisayar simiilasyonuyla analizler
yapilmis ve 1s9402373 C ve G allelerin farkli niikleer faktorler icin yiiksek baglanma
afinitesi gosterdigi tahmin edilmistir. CTGF rs12526196 C alelinin spesifik olarak
yiiksek afinite ile baglandigi bir niikleer faktor tespit edilemedigi halde, T alelinin
spesifik olarak baglandig1 niikleer faktorler tespit edilmistir. Daha sonra bu
simiilasyondaki baglantilar1 teyit etmek amaci ile EMSA (electrophoretic mobility
shift assay) deneyleri yapilmis ve 2 polimorfizm icin de farkl alellerin farkli niikleer
faktorlere baglandig tespit edilmistir (Dessein ve dig., 2009). Bu ¢alismada farkli
genotip kombinasyonlar1 bir araya getirilerek, ¢alisma gruplar1 arasinda goriilme
sikliklar1 karsilastirilmustir. Ikili ve {iclii SNP genotip kombinasyonlarinin PEG, PES
ve kontrol gruplarinda goriilme frekanslarina gére yapilan analizlerin sonucunda bazi
genotip kombinasyonlarinin PES ve PEG i¢in riskli ya da koruyucu etki gosterdikleri

tespit edildi. Bunlarin ayrintili agiklamalart da 4.2.5 nolu boliimde verilmektedir.

4.2.1 CTGF rs6918698G/C

CTGF rs6918698G/C bolgesinin genotipleme ¢alismasinda PES grubunda polimorfik
C aleli frekans1 0.446, PEG grubunda 0.444, kontrol grubunda ise 0.449 olarak tespit
edilmistir ve aralarinda anlamli fark bulunmamistir. Bu polimorfizme PES ve/veya
PEG’de bakan baska bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir ve bu polimorfizm daha
once bizim toplumumuzda hi¢ ¢alisiimamistir. Tablo 4.3’te CTGF rs6918698G/C
polimorfizmi ile ilgili bu ¢alisma dahil olmak iizere farkli toplumlarda yapilmis olan
arastirmalara gore hasta ve kontrol gruplarinda polimorfik alel (C) frekanslar
verilmistir. Tablo 4.3’te de gosterildigi gibi daha Onceki calismalarda Japonya’da
sistemik skleroz ile iligkili bulunurken (Kawaguchi ve dig., 2008), Fransa’da yapilan
calismada sistemik skleroz ile iligkisi bulunmamistir (Granel ve dig., 2009). Bir diger
calismada kronik karaciger hastalig1 ile iliskili bulunmustur (Miyoshi ve dig., 2014).
Bu calismada kontrol grubunda bulunan polimorfik alele ait frekansin (0.449),
Japonya’da goézlenen frekansa (0.490) benzedigi (Miyoshi ve dig., 2014), diger
toplumlardakinden ise farkli oldugu soylenebilir. CTGF rs6918698G/C C aleli

frekans1 Japonlarda yapilan farkli bir ¢alismada 0.550 (Kawaguchi ve dig., 2008),
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Fransizlarda 0.275 (Granel ve dig., 2009), irlandalilarda 0.507 ve 0.545 (Burke ve dig.,
2013) ve Isveglilerde 0.585 (Ahmad ve dig., 2014) olarak belirlenmistir.

Tablo 4.3 : Farkli toplumlarda yapilan ¢alismalarda CTGF rs6918698G/C polimorfik
alel C frekanslart.

C allel frekansi

Yayin Hastahk Popiilasyon Hasta_| Kontrol P

| PES Tiirkiye 0.446 | 0.449 | 0.990
Bu c¢alisma —

PEG Tiirkiye 0.444 | 0.449 | 0979
Granel ve dig., Sistemik skleroz Fransa 0.214 0275 | 0.060
2009
Ahmad ve dig., Kolon kanseri Isveg 0.500 0585 | 0072
2014
Kfiwaguchl ve Sistemik skleroz Japonya 0.450 0550 | 0.001
dig., 2008
Burke ve dig Crohn’s Klinik |, 0.547 | 0.507 | 0.501
N o — Irlanda

2013 hastalig1 Cerrahi 0468 | 0545 | 0.281
Miyoshi ve dig., | Kronik karaciger Japonya
2014 hastali1 0.550 0.490 0.040

4.2.2 CTGF rs9399005C/T

CTGF rs9399005C/T bolgesinin genotipleme ¢aligmasinda PES grubunda polimorfik
T aleli frekans1 0.290, PEG grubunda 0.296, kontrol grubunda ise 0.286 olarak tespit
edilmistir ve aralarinda anlaml bir fark bulunmamaistir. Bu polimorfizm ile ilgili Tiirk
toplumunda daha 6nce yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Kore’de yapilan bir
calismada T alel frekansinin PES’de 0.451, PEG’de 0.446, kontrollerde 0.474 oldugu
goriilmiistiir (Suh ve dig., 2015). Tablo 4.4’te CTGF rs9399005C/T polimorfizmi ile
ilgili bu caligma dahil olmak tizere farkli toplumlarda yapilmis olan arastirmalara gore
hasta ve kontrol gruplarinda polimorfik alel (T) frekanslar1 verilmistir. Tablo 4.4’te de
gosterildigi gibi Fransa’da yapilan ¢aligmada sistemik skleroz ile iligkili bulunmustur
(Granel ve dig., 2009). Bu ¢alismada kontrol grubunda bulunan polimorfik alele ait
frekansin (0.286), Cinliler’de (0.263) (Dessein ve dig., 2009) ve Irlandali’larda (0.297)
(Burke ve dig., 2013) gozlenen frekansa benzedigi, diger toplumlardakinden ise farkli
oldugu soylenebilir. CTGF rs9399005C/T T aleli frekans1 Koreliler’de 0.474 (Suh ve
dig., 2015), Fransizlar’da 0.478 (Granel ve dig., 2009), Isvecliler’de 0.493 (Ahmad ve
dig., 2014) olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.4 : Farkli toplumlarda yapilan ¢alismalarda CTGF rs9399005C/T polimorfik
alel T frekanslari.

. T allel frekansi

Yayin Hastalhk Popiilasyon Hasta | Kontrol P

PES Tiirkiye 0.290 0.286 1.000
Bu c¢aligma

PEG Tiirkiye 0.296 0.286 0.754
Suh ve dig., PES Kore 0.451 0.474 0.730
2015 PEG Kore 0.446 | 0474 | 0623
géil(l)el vedig, ictemik skleroz Fransa 0517 | 0.478 0.001
‘g‘élﬁad vedig. |\ olon kanseri fsveg 0.276 | 0.493 0.352
Dessein ve dig., | o atik fibroz Cin 0172 | 0263 | 0.623
2009
Burke ve dig., |Crohn’s Klinik irlanda 0,333 020 0.509
2013 hastaligl  |cerrahi 0.313 | 0.317 | 1.000

4.2.3 CTGF rs12526196T/C

CTGF rs12526196T/C bolgesinin genotipleme ¢alismasinda PES grubunda polimorfik
C aleli frekans1 0.234, PEG grubunda 0.230, kontrollerde 0.223 olarak tespit edilmistir
ve aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bu polimorfizme PES ve/veya PEG’de
bakan bagka bir ¢aligsma literatiirde bulunmamaktadir ve bu polimorfizm daha 6nce
bizim toplumumuzda hi¢ calisilmamistir. Tablo 4.5’te CTGF 1rs12526196T/C
polimorfizmi ile ilgili bu ¢alisma dahil olmak iizere farkli toplumlarda yapilmis olan
arastirmalara gore hasta ve kontrol gruplarinda polimorfik alel (C) frekanslar
verilmigtir. Tablo 4.5’te de gosterildigi gibi Cinli balikg1 ve giftgilerde yapilan
calismalarda hepatik fibroz ile iligkili bulunurken, Sudan popiilasyonunda hepatik
fibroz ile iliskisi bulunmamistir (Dessein ve dig., 2009). Bu ¢alismada kontrol
grubunda bulunan polimorfik alele ait frekansin (0.223) diger toplumlardakinden
farkli oldugu soylenebilir. CTGF rs12526196T/C polimorfizmi icin C aleli frekansi
Cin’de balikgilar ile yapilan bir calismada kontrollerde 0.321, c¢ift¢iler ile yapilan
calismada ise 0.384 (Dessein ve dig., 2009) olarak belirlenmistir. Bunun diginda yine
ayni ¢aligmada Sudan popiilasyonunda kontrollerde C aleli frekansi 0.098 (Dessein ve
dig., 2009) bulunurken, Isve¢ toplumunda yapilan farkli bir c¢alismada kontrol
grubunda C alel frekansi 0.080 olarak tespit edilmistir (Ahmad ve dig., 2014).
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Tablo 4.5 : Farkli toplumlarda yapilan ¢alismalarda CTGF rs12526196T/C polimorfik
alel frekanslari.

C allel frekansi

Yayin Hastahk Popiilasyon Hasta Kontrol P

PES Tiirkiye 0.234 0223 |0717
Bu calisma

PEG Tiirkiye 0.230 0223|0812
]ggg;em vedig, | Lonatik fibroz | Cin (baliker) | 0.175 0321 | 0.020
Passeinve diE- | Hepatik fibroz | Cin (cifig) 0282|0384 [ 0.020
?;g;em vedig, | onatik fibroz | Sudan 0.016 0.098 | 0.066
%‘ﬂmd vedig, | \olorektal kanser | isvec 0.134 0.080 | 0.067

4.2.4 CTGF rs9402373C/G

CTGF rs9402373C/G bolgesinin genotipleme ¢alismasinda PES grubunda polimorfik
G aleli frekans1 0.185, PEG grubunda 0.160, kontrollerde 0.181 olarak tespit edilmistir
ve aralarinda anlamli bir fark bulunmamaistir. Bu polimorfizme PES ve/veya PEG’de
bakan bagka bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir ve bu polimorfizm daha 6nce
bizim toplumumuzda hi¢ ¢alisitilmamistir. Tablo 4.6’da CTGF rs9402373C/G
polimorfizmi ile ilgili bu ¢aligma da dahil olmak iizere farkli toplumlarda yapilmis
olan arastirmalara gore hasta ve kontrol gruplarinda polimorfik alel (G) frekanslar
verilmistir. Tablo 4.6’da da gosterildigi gibi Cinli balik¢1 ve ¢iftgilerde ve Sudan
popiilasyonunda yapilan ¢aligmalarda hepatik fibroz ile iligkili bulunmustur (Dessein
ve dig., 2009). Bu ¢aligmada kontrol grubunda bulunan polimorfik alele ait frekansin
(0.181), Sudan’da gozlenen frekansa (0.219) benzedigi (Dessein ve dig., 2009), diger
toplumlardakinden ise olduk¢a farkli oldugu séylenebilir. CTGF rs9402373C/G G
aleli frekanst Cin’de balik¢ilar yapilan bir ¢aligmada kontrollerde 0.497, ciftcilerle
yapilan ¢alismada 0.748 (Dessein ve dig., 2009) olarak tespit edilmistir. Irlanda’da
yapilan bir ¢alismadan ise klinik kontrol 6rneklerinde G alel frekansi 0.014 iken

cerrahi kontrol drneklerinde ise 0.044 (Burke ve dig., 2013) olarak belirlenmistir.

143



Tablo 4.6 : Farkli toplumlarda yapilan ¢alismalarda CTGF rs9402373 polimorfik alel

frekanslari.
. G allel frekans1

Yayin Hastahk Popiilasyon Hasta Kontrol P

PES Tiirkiye 0.185 0.181 1.000
Bu calisma

PEG Tiirkiye 0.160 0.181 0.397
Dessein ve I Cin
dig., 2009 Hepatik fibroz (baliker) 0.394 0.497 0.015
Dessein ve _— o
diz.. 2009 Hepatik fibroz Cin (giftgi) | 0.569 0.748 0.003
Dessein ve I
dig.. 2009 Hepatik fibroz Sudan 0.051 0.219 0.008
Burke ve dig., | Crohn’s Klinik ] 0.081 0.014 0.572

- — Irlanda

2013 Hastalig1 Cerrahi 0.063 | 0.044 0.258

4.2.5 Genotip kombinasyonlar:

Ikili ve iigliit SNP genotiplerinin kombinasyon sonuglarina gére bazi genotiplerin PEG,
PES ve kontrol gruplari arasinda goriilme frekanslar1 arasinda anlamli seviyede
(P<0.05) fark tespit edilmistir (Tablo 3.6, 7, 8, 9 ve 10). CTGF rs6918698 ve
rs9399005 genotiplerinin kombinasyonunda CCCT genotipi PES hastalarinda
kontrollere gore 2.3 kat daha az goriilmistiir. PEG hastalarinda ise PES hastalarina
gore 2.2 kat daha fazla gortilmiistiir. CTGF rs6918698 ve rs12526196 genotiplerinin
kombinasyonunda GGTT genotipi PES grubunda kontrol grubuna gore 1.8 kat daha
az gorilmistiir. CTGF rs6918698 ve 1s9402373 genotiplerinin kombinasyonunda
GCCG genotipi PEG hastalarinda PES hastalarina gore 2.1 kat ve kontrollere gore 1.8
kat daha az gorilmistir. CTGF rs9399005 ve rs12526196 genotiplerinin
kombinasyonunda ise CCTT ve CTTC genotipleri PES hastalarinda kontrollere gore
sirastyla 1.7 ve 2 kat daha az goriilmiistir. CCTC genotipi ise PES grubunda

kontrollere gore 1.6 kat daha fazla goriilmiistiir (Tablo 3.6).

CTGF 156918698, 1s9399005 ve rs12526196 bolgelerinin genotiplerinin {iclii

kombinasyonlarinda GGCCTT genotipi PES hastalarinda kontrol grubuna gére 2.3 kat

daha az goriilmiistiir. GGCCTC genotipi ise PEG grubunda kontrollerden 1.8 kat daha

fazla goriilmiistiir. GCCCTC genotipine PEG hastalarinda PES grubundan 3.4 kat

daha az rastlanmistir. GCCTTT genotipinin ise PES hastalarinda, PEG hastalarindan

1.8 kat, kontrollerden 1.7 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.7). CTGF
144



rs6918698, rs9399005 ve rs9402373  bolgelerinin  genotiplerinin  {igli
kombinasyonlarinda GCCTCG genotipi PES grubunda PEG grubuna gore 1.9 kat daha
fazla gorilmistir (Tablo 3.8). CTGF rs6918698, rs12526196 ve 1s9402373
bolgelerinin  genotiplerinin {iglii kombinasyonlarinda; GGTTCC genotipi PES
hastalarinda kontrollere gore 1.9 kat daha az goriilmiistiir. GCTTCG genotipi de PES
hastalarinda PEG hastalarina gore 2.6 kat daha fazla goriilmiistiir (Tablo 3.9). CTGF
r$s9399005, rs12526196 ve 1s9402373  bolgelerinin  genotiplerinin  ti¢lii
kombinasyonlarinda; CCTTCC ve CTTCCC genotiplerine PES hastalarinda
kontrollere gore sirasiyla 1.7 kat ve 2.7 kat daha az rastlanmistir (Tablo 3.10). Diger
genotip kombinasyonlar1 ise PES ya da PEG riskinde anlamli bir sonuca isaret

etmemistir.

4.3 Gozyas: ornekleri ile yapilan analizler

Gozyas1 proteinler, peptitler, lipitler, elektrolitler ve kiiciik metabolitleri igeren
oldukca karmasik bir biyolojik sividir (Zhou ve dig., 2006). 2006 yilinda de Souza ve
dig. ile 2012 yilinda Zhou ve dig. yaptig1 gozyast proteomu calismalar1 bir arada
incelenerek gozyasi sivisinda 1800°e¢ yakin farkli protein bulundugu sonucuna
ulagilabilir. Gozyasinda bulunan bazi proteinlerin okiiler ve sistemik hastaliklarin
teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyeline sahip olmasi ve gozyasi
proteinlerinin farkli dagilimlarinin g6z hastaliklarinin patofizyolojisi konusunda fikir
verebileceginin diisiiniilmesi neticesinde insan gozyasi sivisinin protein igeriginin
tespit edilmesi klinik tipta 6nem kazanmistir. Gézyasi sivisinin cerrahi olmayan
invaziv bir yontemle hastaya rahatsizlik vermeden alinabilmesi de arastirmacilara
cazip gelen bir 6zelliktir. Ciinkii hem klinik arastirma sirasinda goniilliilerden 6rnek
toplamay1 kolaylastirir, hem de sonrasinda gozyast sivisi igerisindeki maddeler
biyobelirte¢ olarak valide edilebilirse hastaliklarin erken teshisinde zahmetsiz bir

yontem olarak yer alacaktir.

Bu calismadaki s6z konusu hastaliklar da birer g6z hastalig1 oldugu igin gozyasi sivisi
ile de analizler yapilmas1 gerekli goriilmiistiir. Simdiye kadar gozyasinda dogrudan
CTGF’yi inceleyen sadece 1 ¢alisma vardir (van Setten vd., 2003). Saglikli kontrol
grubunda, uyarilmis gézden alinan gozyasi ile yapilan bu calismada CTGF, gozyasi

orneklerinin %80’inde tespit limitinin {izerinde bulunmustur ve 70 drnegin 7 tanesinde
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tespit edilmistir (van Setten vd., 2003). Ancak daha 6nce PES veya PEG
hastaliklarinda gozyasinda CTGF protein seviyeleri iizerine bir ¢alisma

yiriitilmemistir.

Bu calismanin amaglarindan bazilar1 gdzyasi 6rneklerindeki CTGF konsantrasyonunu
ve total protein igindeki CTGF oranmmi belirlemek, dolayisiyla total protein
konsantrasyonunu da belirlemek ve bu parametreleri PES, PEG ve kontrol gruplarinda
karsilagtirarak bu parametreler bakimindan gruplar arasinda fark olup olmadigini tespit
etmektir. Calismada polimorfizmler ile protein konsantrasyonlarmin da
karsilastirilmasinin amaci ise, CTGF genindeki bu polimorfizmlerin protein ifadesinde
nasil etki ettigini belirlemektir. Bu sebeple her bir SNP’nin farkli genotiplerine gore
CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki CTGF

orani analizleri de yapilmistir.

Bu ¢alismada 78 PEG hastasi, 77 PES hastas1 ve 78 kontrol olmak tizere toplam 233
gozyas1 6rneginin CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
icinde CTGF oran1 belirlenmistir. 7 kontrol, 3 PES ve 2 PEG 6rneginin CTGF
konsantrasyonlar1 ise kullanilan kitin en st limitinin de iizerinde kaldigi igin
hesaplamaya alinmamistir. Bu 6rneklerden 77 PEG, 77 PES ve 76 kontrol i¢in genotip
analizleri de yapilmigtir. 1 PEG hastast ve 2 kontrol 6rneginin kan numunesi
alinamadig1 i¢in bunlar i¢in genotip analizi yapilamamstir. Gozyasi ¢alisma grubunun
tiim calisma popiilasyonuna gore daha az kisiden olugmasinin nedeni klinisyen proje
arastirmacilari tarafindan gozlemlenerek aktarildig: iizere, ¢alisma grubunun oldukca
yasl kisilerden olugmasi ve bu kisilerden gézyasi almanin oldukca gii¢ olmasi ve

alindiginda da ¢ok az miktarda gozyas1 gelmesidir.

PEG ve PES hastalarmmin gbézyasindaki CTGF konsantrasyonu kontrollerinkinden
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 3.17). Bu durum PES
ve PEG patofizyolojisinde CTGF protein ifadesinin rolii olduguna isaret ediyor
olabilir. Gozyasindaki total protein konsantrasyonlari agisindan degerlendirildiginde
ise PEG grubunda, PES grubuna ve kontrol grubuna gére anlamli seviyede yiiksek
oldugu tespit edilmistir ancak PES grubu ile kontroller arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (Tablo 3.11). Bu da PEG gelisimi sirasinda gdzyasi proteomunda
belirgin  degisimler oldugunu gostermektedir. CTGF ve total protein

konsantrasyonundaki farkliliklarin bireysel fenotip farkliliklarindan
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kaynaklanabilecegi diistiniilerek gozyasindaki total protein i¢indeki CTGF oranlar1 da
hesaplanmis ve ayr1 bir parametre olarak degerlendirilmistir. Bu analiz sonucunda

calisma gruplari arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir.

CTGF geni tizerindeki CTGF rs6918698 G/C, rs9399005 C/T, rs12526196 T/C ve
19402373 C/G polimorfizmlerinin CTGF protein ifadesi iizerindeki etkisini
incelemek iizere bu 4 SNP’nin genotiplerine gore PEG ve PES hastalari ile kontrol
gbzyas1 orneklerinde CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total
protein i¢indeki CTGF orani kiyaslamasi yapilmistir. CTGF rs6918698 G/C bolgesi
icin bakilan bu parametreler yoniinden PEG, PES ve kontrol gruplarinda CTGF
1s6918698 G/C’nin farkli genotiplerine sahip bireyler arasinda veya ayni genotipe
sahip PEG-PES-kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlemlenmemistir (Tablo 3.13, 19 ve 25). CTGF rs9399005 C/T bolgesi i¢in hem
genotip hem hastalik durumu goéz Onilinde bulundurularak yapilan analizlerin
sonuglarina gore, CTGF konsantrasyonunun CC genotipine sahip PEG’li bireylerde,
ayni genotipe sahip kontrollere gore anlamli seviyede diisiik oldugu tespit edilmistir
(Tablo 3.20). CTGF rs12526196 T/C bolgesi i¢in de CTGF seviyesi i¢in anlamli fark
goriilmiistiir. TC  genotip grubundaki  kontrollerin  gdzyasindaki CTGF
konsantrasyonunun, PES hastalarininkine gore anlamli seviyede yiiksek, PEG
hastalarininkine gore ise anlamli seviyede diisiik oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.21).
CTGF 159402373 C/G bolgesi i¢in yapilan analizlerde ise hem CTGF konsantrasyonu
hem de total protein konsantrasyonu yoniinden anlamli fark tespit edilmistir. CC
genotipine sahip PEG’li bireylerdeki CTGF konsantrasyonunun ayni genotipe sahip
kontrollere gore anlamli seviyede diisiikk oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.22). Yine CC
genotipinde olan PEG’li bireylerdeki total protein seviyesinin ise ayni1 genotipe sahip

kontrollere gore anlamli seviyede yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 3.16).

Gozyas1 orneklerinde belirlenen CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu
ve total protein i¢indeki CTGF oran1 ve 4 CTGF polimorfizminin birbirleri ile
korelasyonu tiim ¢alisma grubunda ve PEG hastalari, PES hastalar1 ve kontrollerde
ayr1 ayri analiz edilmistir (Tablo 3.47, 48, 49 ve 50). Tiim ¢alisma grubu bir arada
yapilan analizde CTGF konsantrasyonu, total protein ve CTGF orani ile yliksek
korelasyon gosterirken, CTGF genotiplerinin herhangi biri ile korelasyon

gostermemistir. Yani genel popiilasyona bakildiginda genotipler ile fenotipler arasinda
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bir iliski gozlenmemektedir. 4 SNP bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda
ise tiim genotiplerin birbiri ile anlaml1 bir korelasyon gosterdigi goriilmektedir. CTGF
rs6918698, rs9399005 ve rs9402373 genotipleri birbiri ile pozitif korelasyon
gosterirken her iic genotip de rs12526196 genotipleri ile negatif korelasyon
gostermistir (Tablo 3.47).

PEG hastalar1 grubunda yapilan analizde, yine CTGF konsantrasyonu, total protein ve
CTGF orant ile yiiksek korelasyon gostermistir, ancak CTGF genotiplerinin herhangi
biri ile korelasyon gostermemigtir. CTGF 1s6918698, 1rs9399005 ve rs9402373
genotipleri birbiri ile pozitif korelasyon gosterirken, rs6918698 ve 1rs9399009
genotipleri, rs12526196 genotipleri ile negatif korelasyon gostermistir (Tablo 3.48).

PES hastalar1 grubunda yapilan analizde, CTGF konsantrasyonu sadece total protein
icindeki CTGF orani ile yiiksek korelasyon gostermistir. 4 SNP bolgesinin birbiri ile
korelasyonunda ise CTGF rs6918698, rs9399005 ve rs9402373 genotipleri birbiri ile
pozitif korelasyon gosterirken her ii¢ genotip de rs12526196 genotipleri ile negatif
korelasyon gostermistir (Tablo 3.49).

Kontrol grubunda yapilan analizde, CTGF konsantrasyonu total protein ve CTGF
orani ile yiiksek korelasyon gostermistir. Ancak CTGF genotiplerinin herhangi biri ile
korelasyon gostermemistir. 4 SNP bdlgesinin birbiri ile korelasyonunda ise CTGF
rs6918698, rs9399005 ve rs9402373 genotipleri birbiri ile pozitif korelasyon
gosterirken, rs6918698 ve rs9399009 genotipleri, rs12526196 genotipleri ile negatif
korelasyon gostermistir (Tablo 3.50).

Gozyast ornekleri popiilasyonunda CTGF ve total protein konsantrasyonu ile total
protein i¢indeki CTGF orani ile 4 CTGF SNP’sinin genotipleri, cinsiyet, diyabet, kalp
hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu gibi risk faktorleri
incelenmistir. Regresyon analizi i¢in farkli degiskenleri bir araya getiren birbirinden
farkli modeller olusturulmus ve bu modellerin ayrintilar1 3.7.3 ve 3.7.4 numaral
boliimlerde agiklanmistir. Genel olarak gézyasi grubunda yapilan regresyon analizine
gore PEG ile erkek olmak ~2 kat iligkili ¢citkmistir. Dominant genotip modeli ile yapilan
lojistik regresyonda erkek olmak, PEG ile 2.2 kat iligkili bulunurken (Tablo 3.60),
resesif genotip modeli ile yapilan analizde ise 2 kat iliskili bulunmustur (Tablo 3.58).

PES i¢in ise risk faktorlerinden hig biri ile iligki saptanmamustir.
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4.4 AKkoz ornekleri ile yapilan analizler

Ako6z humor s1visinin proteomiks analizinden elde edilen sonuglara gore bu sivida 676
tane farkli protein bulunmaktadir. PEG, PES ve katarakt hastalar1 grubunda akoz
humor sivisindaki total protein konsantrasyonu, PEG hastalarinda en yiiksek, katarakt
hastalarinda en diisiik bulunurken, PES hastalarinda ise katarakt hastalarindan yiiksek,
PEG hastalarindan diisiik oldugu gozlenmistir (Zenkel vd., 2006). Bu proteinler
arasinda CTGF de yer almaktadir (van Setten vd., 2002). Yapilmis olan bazi
aragtirmalarin sonuclaria gore, akézdeki CTGF konsantrasyonu yaklasik minimum
400 pg/ml, maksimum 6000 pg/ml olarak tespit edilmistir ancak bu ¢alismalarda tespit
limitinin altinda ve iistiinde kaldig1 i¢in konsantrasyonu belirlenemeyen bazi 6rnekler
oldugu da bildirilmistir (Hwang ve dig., 2015; Ho ve dig., 2005; Browne ve dig., 2011;
van Setten vd., 2002). Hwang ve dig. ve van Setten’in ¢aligmalarinda sadece katarakt
hastalar1 ile ¢alisilmistir (Hwang ve dig., 2015; van Setten vd., 2002). Ho ve dig. ile
Brown ve dig.’nin ¢alisma gruplari ise PEG ve PES hastalari ile kontrol gruplarindan
olugmaktadir ancak bu kontrol gruplari da tamamen saglikli bireylerden degil PES ve
PEG olmayan katarakt hastalar1 gibi cerrahi operasyon geciren bireylerden
olusmaktadir ¢iinkii ak6z humor ancak goz ameliyati olan kisilerden alinabilmektedir
(Ho ve dig., 2005; Browne ve dig., 2011). Bu ¢alismada akdzde belirlenen minimum
CTGF konsantrasyonu 800 pg/ml, maksimum ise 9820 pg/ml’dir. Calismaya dahil
edilmis olan 50 o6rnegin, 39’unun CTGF konsantrasyonlar literatiirdeki aralikta
kalirken 2 PEG, 2 PES, 3 kontrol toplam 7 6rneginki daha yiiksek olarak tespit
edilmistir. 2 6rneginki ise kullanilan kitin tist limiti diginda kaldigi i¢in analizlere dahil
edilememistir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi simdiye kadar yapilmis diger
caligmalarda da tespit limitinin altinda ve iistiinde kalan ornekler olmus ve bunlar
hesaplamalara dahil edilememistir (Hwang ve dig., 2015; Ho ve dig., 2005; Browne
ve dig., 2011; van Setten vd., 2002). Ayrica Bu calisma Tiirk toplumunda akoz
stvisinda CTGF konsantrasyonu 6lcen ilk calismadir. Simdiye kadar PES ve PEG
hastalarinin akdz humor sivisinda CTGF seviyesinin 6l¢iildiigii iki calisma yapilmistir.
Bu ¢alismalarin sonucunda CTGF seviyelerinin PEG hastalarinda PES hastalarindan
anlaml bir sekilde yiiksek oldugu rapor edilmistir (Ho ve dig., 2005; Browne ve dig.,
2011).
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Bu calismada akoz 6rneklerinde CTGF konsantrasyonu yoniinden yapilan analizlerde
PEG, PES ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir (Tablo 3.35).
Sonucun literatlir ile uyumsuz olmasinin nedeni akéz alinabilen goniillii sayisinin
oldukca az olmasi ve PEG, PES ve kontrol gruplari arasinda birey sayis1 olarak ¢cok
fark olmasi olabilir. Eger calisma genisletilerek tekrar analiz edilebilirse daha saglikli
sonuglar alinabilir. PEG grubundaki total protein konsantrasyonunun ise PES grubuna
ve kontrol grubuna gore anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 3.29).
Zenkel ve dig. (2006)’nin calismasinda da total protein PEG hastalarinda PES
hastalarindan yiiksek bulunmustu; bu nedenle beklenilen gibi bir sonu¢ bulunmustur.
Total protein i¢indeki CTGF orani i¢in ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark tespit edilmemistir (Tablo 3.41).

CTGF geni tizerindeki CTGF rs6918698 G/C, rs9399005 C/T, rs12526196 T/C ve
rs9402373 C/G polimorfizmlerinin CTGF protein ifadesi ftizerindeki etkisini
incelemek iizere bu 4 SNP’nin genotiplerine gore PEG ve PES hastalari ile kontrol
akoz orneklerinde CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
icindeki CTGF orani karsilastirmalar1 yapilmistir. PEG, PES ve kontrol bireylerin
akoz humor Orneklerinde belirlenen total protein konsantrasyonlarinin CTGF
16918698 G/C, 159399005 C/T ve 19402373 C/G genotiplerine gore
karsilastirmalarinda gruplar arasinda anlamli bir fark gozlemlenmemistir (Tablo 3.31,
32 ve 34). CTGF rs12526196 T/C icin TT genotipinde olan PEG’li bireylerdeki total
protein seviyesinin PES ve kontrollere gore anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit
edilmistir. TC genotipinde olan kontrol bireylerdeki total protein seviyesinin PES ve
PEG gruplarina gore anlamli seviyede diisiik oldugu tespit edilmistir. TC
genotipindeki PES hastalarinin total protein seviyesinin ise TT genotipindeki PES

hastalariminkine gore anlamli seviyede yiiksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.33).

PEG, PES ve kontrol bireylerin akdéz humor orneklerinde belirlenen CTGF
konsantrasyonlar1 ile CTGF rs6918698 G/C, rs9399005 C/T ve rs9402373 C/G
genotipleri arasinda yapilan karsilastirmalarda gruplar arasinda anlamli bir fark
gbzlemlenmemistir (Tablo 3.37, 38 ve 39). CTGF rs12526196 T/C bolgesi icin ise TT
genotipindeki kontrol bireylerdeki CTGF seviyesinin CC genotipindeki kontrol
bireylere gore anlamli seviyede yliksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.39).
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Total protein i¢indeki CTGF’nin orani yoniinden yapilan incelemede ise CTGF
rs6918698 G/C, rs9399005 C/T, rs12526196 T/C ve rs9402373 C/G genotiplerinde
PEG, PES ve kontrol gruplari arasinda veya ayni ¢alisma grubunda genotipler arasinda

anlamli bir fark gézlemlenmedi (Tablo 3.43, 44, 45 ve 46).

Ako6z ornekleri igin PEG hastasi, PES hastasi ve kontroller bir arada yapilan analizde
CTGF orani, CTGF konsantrasyonu ile pozitif, total protein ile negatif korelasyon
gostermistir ancak CTGF genotiplerinin herhangi biri ile korelasyon gostermemistir.
4 SNP bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise CTGF rs9399005
genotipleri rs6918698 genotipleri ve rs9402373 genotipleri ile pozitif korelasyon
gosterirken; rs12526196 genotipleri, rs6918698 genotipleri ve 1$9399005 genotipleri
ile negatif korelasyon gostermistir (Tablo 3.51).

PEG hastalar1 grubunda yapilan korelasyon analizinde, sadece CTGF konsantrasyonu
ile CTGF orani arasinda yiiksek korelasyon goriilmiistiir. Diger parametreler arasinda

korelasyon yoktur (Tablo 3.52).

PES hastalar1 grubunda yapilan korelasyon analizinde, total protein CTGF oran1 ve
rs9399005 genotipleri ile korelasyon gostermistir. 4 SNP bdlgesinin birbiri ile
korelasyonuna bakildiginda ise CTGF rs9399005 genotipleri rs6918698 genotipleri ve
rs9402373 genotipleri ile pozitif korelasyon gosterirken; rs12526196 genotipleri,
rs6918698 genotipleri ve rs9399005 genotipleri ile negatif korelasyon gdstermistir
(Tablo 3.53).

Kontrol grubunda yapilan korelasyon analizinde, CTGF konsantrasyonu CTGF orani
ve 1512526196 genotipleri ile pozitif korelasyon gostermistir. Total protein i¢indeki
CTGF oranm ise 1s9399005 genotipleri ile negatif korelasyon gosterdi. 4 SNP
bolgesinin birbiri ile korelasyonuna bakildiginda ise rs9399005 genotipleri, rs6918698
genotipleri ve 19402373 genotipleri ile yiiksek korelasyon gostermistir (Tablo 3.54).

Literatiirdeki sonuglara gore PEG hastalarinin  akéz Orneklerindeki CTGF
konsantrasyonlar1 PES hastalarininkinden anlamli derecede yiiksektir (Ho ve dig.,
2005; Browne ve dig., 2011). PES hastalar1 arasinda akoziindeki CTGF seviyesi
yiiksek olanlarin PEG gelistirmeye meyilli oldugu diisiiniilerek, kontrolleri siklastirilip
Onlem almabilir. Ancak akoz Ornegi sadece cerrahi miidahale gerekliligi olan

hastalarda operasyon sirasinda alinabilmektedir. Her PES hastasindan alinmasi

151



miimkiin degildir, bu nedenle pratikte daha kolay numune alinabilir bir biyolojik
kaynak bulunmasi 6nem tasimaktadir. 1.3 numarali boliimde de anlatildig1 gibi
gbzyast sivisinin igeriginin goz hastaliklart ile c¢esitli iligkileri daha onceki
calismalarda bulunmustur ve buna dayanarak PES ya da PEG ile de iligkisi
bulunabilecegi diisliniilmiistiir. Calismanin amaglarindan biri de gozyasi ve akdzdeki
CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢cindeki CTGF
oranlarinin korelasyonunu incelemek ve eger korelasyon bulunabilirse akdz yerine cok

daha kolay uygulanabilir olan gézyasi sivisini erken tanida kullanmay1 6nerebilmektir.

Bu nedenle bu ¢alismada, hem akdz humor, hem de gézyas1 6rneginde CTGF ve total
protein konsantrasyonu ile total protein icindeki CTGF orani belirlenebilen kisiler i¢in
akdz ve gozyasinda bulunan parametreler arasindaki korelasyon tiim ¢aligma
grubunda, PEG hastalarinda, PES hastalarinda ve kontrollerde ayr1 ayr1 incelenmistir.
Tiim ¢aligma grubunda yapilan korelasyon analizinde akoz ve gozyasi icindeki CTGF
konsantrasyonu, total protein ve total protein i¢inde CTGF oranlar1 birbiri ile
korelasyon gdstermemistir. Sadece akdz 6rneklerine gore yapilan analizde oldugu gibi,
bu gruptaki analizde de ak6éz CTGF konsantrasyonu, akdoz CTGF orani ile pozitif
korelasyon gosterirken, akdz total protein konsantrasyonu akdz CTGF orani ile negatif
korelasyon gostermistir. Sadece gozyas1 orneklerine gore yapilan analizdekine benzer
sekilde bu analizde de gézyas1 CTGF konsantrasyonu, gézyast CTGF orani ile pozitif
korelasyon gostermistir (Tablo 3.55). Aymi analizler sadece PEG, sadece PES ve
sadece kontrolleri iceren gruplar i¢in de yapilmis ve higbirinde akdz ile gdzyasi
arasinda korelasyon goriilmemistir (EK 3). Ak6z ¢alisma grubu popiilasyon olarak ¢ok

kiigiik oldugundan bu grup i¢in lojistik regresyon analizi yapilmamuistir.
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5 SONUC VE ONERILER

Bag dokusu biiyitime faktorii (CTGF)’niin mitozu, fibroblastlarin ¢gogalmasini, hiicre
baglanmasini ve goglinii, kolajen sentezini, hiicre dis1 matriks sentezini ve fibrozu
diizenledigi diistinilmektedir (Oemar ve Liischer, 1997). Kalp fibrozu,
glomeruloskleroz, sistemik skleroz gibi birgok fibrotik siiregte rol almaktadir
(Takehara ve dig., 2000; Chen ve dig., 2000; Gupta ve dig., 2000; Shi-Wen ve dig.,
2000). PES patofizyolojisinde de fibriller materyallerin gereginden fazla iiretilerek
birikmesi gerceklesmektedir ve psoddoeksfoliyatif materyal igerisinde fibriler
maddelere rastlanmaktadir (Ritch, 2008). Bu nedenle bu ¢alismada PES ve PEG ile
CTGF genindeki SNPIlerin iligkisi incelenmistir. Bu SNPlerin gézyasi ve akoz
humordaki CTGF ve total protein konsantrasyonlar1 iizerindeki etkileri de
arasgtirillmistir.  Aym1 zamanda gozyasi ve akozdeki CTGF ve total protein
konsantrasyonlarinin PEG ya da PES durumunda ne kadar degistigi, hastaligin

tanisinda kullanilabilecek kadar fark olup olmadig1 gozlemlenmistir.

CTGF rs6918698G/C, rs9399005C/T, rs12526196T/C, rs9402373C/G SNP’leri igin
genotipleme calismasi yapilmistir. Genotiplemelerin yapildigr ¢alisma grubu 213
PEG, 214 PES ve 215 kontrolden olusmustur ve aralarinda anlamli bir yas farki
bulunmamaktadir. PEG grubundaki erkeklerin kadinlara orani kontrol grubuna gore
anlamli seviyede yiiksek bulunmustur ve yapilan lojistik regresyon analizine gore PEG
ile erkek olmak 1.8 kat iligkili ¢ikmistir. Ancak PES ile cinsiyetin bir iligkisi
bulunmamistir bu nedenle PES gelistirmis erkek hastalarda PEG olma olasilig1 daha
yiiksektir denebilir, bu nedenle erkek PES hastalarinin gz muayenesine daha sik

gitmesi PEG’in erken teshis edilmesi amaci ile onerilebilir.

Calismadaki SNP’lerin genotiplerinin tek baslarina PEG ya da PES ile anlaml bir
iliskisi bulunmamustir, lojistik regresyon analizinde de genotipler riskli bulunmamastir.
Ancak bu 4 SNP i¢in de genotipleme calismalar1 Tiirk toplumunda ilk kez yapildigi

icin, kontrol grubunda alel frekanslarinin belirlenmis olmasi agisindan oldukga
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onemlidir. Ikili ve iiclii SNP genotip kombinasyonlarmin PEG, PES ve kontrol
gruplarinda goriilme frekanslarina gore yapilan analizlerin sonucunda bazi genotip
kombinasyonlariin PES ve PEG i¢in riskli ya da koruyucu etki gosterdikleri tespit
edilmistir. Bu genotiplerden ayrintili olarak 4.2.5 numarali béliimde bahsedilmistir.
Burada kontrol grubunda goriilme siklig1 daha yiiksek olan genotipler icin hastaliga
kars1 koruyucu denebilir. PEG ile PES arasinda yapilan karsilastirmada PEG grubunda
daha c¢ok goriilen genotiplerin PES’ten PEG gelismesi bakimindan riskli, PES
grubunda daha ¢ok goriilen genotiplerin ise PES’ten PEG gelisimine kars1 koruyucu
oldugu soylenebilir. PEG ile kontroller arasinda yapilan karsilastirmalara gére PEG
grubunda daha fazla goriilen genotiplerin PEG riskini artirdigr diisiiniiliirken,
kontrollerde daha c¢ok goriilen genotiplerin ise PEG’e karsi koruyuculugu
diisiiniilebilir. PES ile kontrol arasinda yapilan karsilastirmalarda ise PES grubunda
daha fazla goriilen genotiplere PES olma agisindan riskli, kontrollerde daha ¢ok

goriilen genotiplere ise PES’e karsi koruyucu denilebilir.

Hem gozyasi hem de akodzdeki total protein konsantrasyonunun PEG grubunda, PES
ve kontrol grubuna gore anlamli seviyede yliksek olmasi PEG gelisimi sirasinda
gbzyas1 proteomunda belirgin degisimler olduguna isaret ediyor olabilir. Bu nedenle
bu hastalik ile ilgili proteomik calismalara devam edilmesi, hastaligin patofizyolojisi
ile ilgili olabilecek proteinler iizerine ¢aligmalar yapilmasi, PEG tanisinda ve
tedavisinde kullanilabilecek parametreler bulunmasini saglayabilir. CTGF
konsantrasyonu acisindan yapilan Ol¢iimlere gore; PEG ve PES hastalarinin
gozyasindaki CTGF konsantrasyonlarinin kontrollerinkinden istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek olmasi, PES ve PEG patofizyolojisinde CTGF protein
ifadesinin rolii olduguna isaret ediyor olabilir. Ancak akdzde CTGF konsantrasyonu
bakimindan gruplar arasinda bir fark gériilmemistir. Total protein i¢inde CTGF oran1
icin ise ne akdzde ne de gozyasinda calisma gruplar1 arasinda anlamli bir farka

rastlanmigtir.

Bu calisma, goézyas1 orneklerindeki CTGF konsantrasyonunun PEG veya PES
teshisinde kullanilma olasilig1 oldugunu, ancak PEG ile PES ayrimini1 yapamayacagini
gostermistir. Ote yandan, gdzyasi total protein konsantrasyonu parametresi PEG

teshisi icin kullanilma potansiyeli tagimaktadir. Ancak bu konularda daha biiyiik
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popiilasyonlarda daha ileri arastirmalar yapilarak bu iligkilerin teyit edilmesi
gerekmektedir.

Tim gozyas1 Orneklerinde yapilan korelasyon analizlerinde gozyasi CTGF
konsantrasyonunun hem total protein konsantrasyonu hem de total protein i¢indeki
CTGF orani ile korelasyon gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum, PES hastalarinda
gbzyas1 total protein konsantrasyonu etkilenmezken CTGF konsantrasyonunun
azalmig olmasii yansitir ve PES hastalarinda CTGF konsantrasyonunu etkileyen
farkl1 bir mekanizma olabilecegini ve bu kisilerde diger proteinlerin artarak total

protein seviyesinin degismemesine yol agmis olabilecegini gosteriyor olabilir.

Tiim akdéz Ornekleri, sadece PEG hastalar1 ve sadece kontrol grubunda yapilan
korelasyon analizlerinde de CTGF konsantrasyonu CTGF oranmi ile korelasyon
gosterirken, PES hastalarinda hi¢bir parametre ile korelasyon gdstermemistir. Akoz
orneklerinde de PES hastalarindaki bir patofizyolojiden dolayr CTGF konsantrasyonu
ile CTGF orani arasindaki korelasyon bozuluyor olabilir. Tim ak6z orneklerinde
yapilan analizde total protein konsantrasyonu ile CTGF orani arasinda negatif
korelasyon varken, PES hastalarinda bu durum pozitif korelasyon olarak
gozlenmektedir. PEG ve kontrol gruplarinda ise total protein ile CTGF oran1 arasinda

korelasyon goriilmemistir.

Gozyas1 ve akoz arasinda CTGF konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total
protein i¢indeki CTGF orani agisindan bir korelasyon goriilmemistir. Lojistik
regresyon analizi ile tiim ¢alisma verileri bir arada PES veya PEG riski bakimindan
degerlendirildiginde de PEG ile yas iliskisi hari¢ herhangi bir risk faktori

bulunmamustir.

Bu ¢alismanin sonuglarina gére CTGF proteini PEG hastalarinin gozyasinda daha
fazla goriilityor olsa da bunun kendi genindeki 4 SNP ile iligkisi bulunmamistir.
Protein seviyesini etkileyebilecek bagka CTGF polimorfizmleri ile ya da TGF- 8 gibi
CTGEF ifadesini etkileyen proteinlerin genlerindeki polimorfizmler ile CTGF protein
seviyelerini karsilastiran ¢alismalar yapilabilir. Akdz calisma grubunda ise literatiirde
PEG hastalarinda CTGF oran1 kontrollere gore daha yiliksek bulunmusken, bu
caligmada fark goriilmemistir. Bunun nedeni ise ¢alisma grubunda ¢ok az kisinin ak6z
ornegi olmasi ve bunlarin PEG, PES ve kontrol gruplar1 arasinda dagilimlarinin esit

olmamasi olabilir. Ornek sayilar1 cogaltilarak gdzyas: ile korelasyon analizleri
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tekrarlanarak  gozyasinin akéz yerine tani araci olarak kullanilabilirligi

degerlendirilebilir.

Gozyast sivisinin Schirmer stripleri ile alinip, proteinlerin ekstre edilerek analiz
edilmesi ¢ok yaygin kullanilan bir yontem degildir. Bu ¢alismanin basinda yapilan
deneme c¢alismalart ile stripteki proteinlerin biiyiik oranda geri kazanilmasini saglayan
bir yontem optimize edilmis ve calisma siiresince bu yontem kullanilmistir. Bu
yontemin gelecekte gbdzyasi ile yapilacak ¢alismalarda da arastirmacilara kolaylik
saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada PES ve PEG ile iligkisi arastirilan birgok
parametre ilk kez ele alinmistir ve bulgular ve yonlendirmeler bundan sonra yapilacak
calismalara 151k tutacaktir. Ik kez arastirilmis olan parametrelere ait veriler
biyoinformatik alaninda Oneme sahiptir. Ayn1 zamanda bu c¢alismada bulunan
iligkilerden yola ¢ikilarak PES ve PEG teshisi icin kullanilabilecek biyobelirtegler
bulunabilir, bu biyobelirtece yonelik rutin tani1 laboratuvarlarinda kullanilmak iizere
cihazlar gelistirilebilir. Daha sonraki asamalarda ise hastalik takibi ya da tedavisi i¢in
kullanilabilecek lens gibi biyomedikal cihazlarin gelistirilmesi esnasindan bu
calismanin sonuglarindan faydalanilabilir. Bu ¢alisma bu yonleriyle biyomedikal

miithendisligine katki saglamig bir proje niteligindedir.
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EK 2. Tiim Calisma Grubunun Demografik Bilgileri

Tablo EK 2 : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden olusan tiim
calisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif; N:Negatif.

PES/PEG/ _
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
1 |KONTROL | 77 E N N N N N
2 |PES 68 E
4 | PEG 75 E N N N N N
8 |PES 89 K N N N N N
9 |PES 76 K N N N N N
10 |PES 92 E N N P N N
11 |PEG 79 E N N N N N
12 |PES 77 E N N P N N
13 | PEG 70 K N N P N N
14 |KONTROL | 71 K N N N N N
15 |KONTROL | 68 K N N N N N
16 | PEG 85 K P N N N N
17 |KONTROL | 69 K N N P N N
18 | KONTROL 79 E N N N N N
19 |PES 80 E N N N N N
20 |PES 82 K P N N N N
21 |PES 66 E N N P N N
22 | PES 74 K P P P N N
24 | PES 76 E N P N N N
25 | PES 79 K P N P N N
26 | PES 68 E P N N P N
27 | PES 81 K N N N N N
28 | PEG 84 E N N N N N
29 |PES 75 K N N P N N
30 |KONTROL | 70 E P P P N N
31 |PES 70 K N N P N N
32 | PES 76 E N N N P N
33 |PEG 73 K N N P N N
34 | KONTROL 71 K P N P N N
35 |KONTROL | 83 E N N N P N
36 | PES 70 E N N N N N
37 | PES 83 E N N N P N
38 | PES 72 K P N N N N
39 |PES 77 E N N N P N
40 | PES 81 K N N P N N
41 | PEG 83 E P N P P N
42 | PEG 83 E N N N P N
E N N N N N

43 | KONTROL 65
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/IPEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastalhigi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
44 | KONTROL 68 K N N P P N
45 | KONTROL 70 E N N N

46 | KONTROL 73 K P N P N N
47 | PES 83 K N P P N N
48 | KONTROL 79 K P N P N N
49 |PEG 79 E P P P N N
50 |PES 76 K N N P N N
51 |PEG 67 E P N P P N
52 | PEG 71 K P P N P N
53 | PES 86 E N P P P N
54 | PES 86 E N N N N N
55 | PEG 68 K N N N N N
56 | KONTROL 86 E N N P N N
57 |PES 73 K N N P N N
58 | KONTROL 81 E N N N P N
59 | KONTROL 74 E N N P P N
60 |PEG 77 E N N N N N
61 |PES 77 E N N N N N
62 | KONTROL 80 E N P P N N
63 | PES 77 K N N N N N
64 | KONTROL 78 E N N P N N
66 | KONTROL 71 K N N P N N
67 |PEG 82 E P N P N N
68 | PES 75 K N P N N N
69 |PES 74 E P N N N N
70 | KONTROL 68 K N N P N N
73 | KONTROL 81 K P N P N N
76 | PES 92 E N N N N N
77 | PES 90 E N N N P N
78 | PEG 66 K N N N N N
80 | KONTROL 83 K N N P N N
81 |PEG 71 E N N N N N
86 | PEG 81 E P P N P N
88 | PEG 85 E N N N N N
89 | KONTROL 69 E N P P P N
90 |PEG 78 K N N N N N
92 |PEG 79 E N N N P N
95 | PEG 69 K N N N P N
96 | PES 79 K N N P N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tim g¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

138 | KONTROL 83
139 | KONTROL 77

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
97 |PEG 79 E N N P P N
98 | PEG 78 E P
99 |PES 88 E N N P N N
100 | PES 71 K N N N N N
101 | PEG 73 E N N N P N
102 | PEG 83 E N N P N N
103 | PES 82 E N N N N N
104 | PES 64 K N N P P N
105 | PEG 73 K N N P N N
106 | PEG 75 E N N N N N
107 | PES 78 K N P P N N
108 | KONTROL 76 K P N N N N
109 | KONTROL 73 E N N N N N
110 | PES 76 E N N N P N
112 | PES 79 E N N N N N
113 | KONTROL 73 E N N N N N
114 | PEG 79 E N N N N N
115 | PES 70 K N N P N N
116 | PES 86 K N P P N N
117 | KONTROL 69 E N N P N N
118 | KONTROL 84 E N N P P N
119 | KONTROL 68 E N N N N N
120 | PEG 85 K N N P N N
121 | KONTROL 80 K P N P N N
122 | PEG 84 E P N N N N
123 | PEG 84 E N N P N N
124 | KONTROL 67 E N N P N N
125 | KONTROL 76 K P N N N P
127 | KONTROL 76 E N P P P N
129 | KONTROL 67 E N N P N N
130 | KONTROL 91 E N P P N N
131 | KONTROL 80 K P N N N N
132 | KONTROL 76 K N N P N N
133 | KONTROL 78 E P N P N N
134 | PEG 73 E N N N N N
136 | KONTROL 82 E N P N N N
137 | PEG 82 E N P P N N

K N N P N N
K N N N N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastalhigi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
140 | KONTROL | 69 E N N N P N
141 | PEG 76
142 | KONTROL 72
143 | PES 88
144 | KONTROL 73
145 | PEG 77
147 | PES 63
148 | PEG 73
149 | PEG 66
150 | KONTROL 85
153 | PEG 66
154 | KONTROL 79
155 | PES 82
156 | PEG 70
157 | PEG 76
158 | PEG 73

159 | KONTROL 66
160 | KONTROL 79

161 | PEG 70
162 | KONTROL 80
163 | PEG 85
164 | PEG 83
165 | PEG 89
166 | KONTROL 71
167 | PEG 71
168 | KONTROL 90
169 | PEG 76
170 | PEG 78
171 | PEG 74
172 | PEG 72
173 | PEG 75
174 | PEG 67
175 | KONTROL 66
176 | PEG 69
177 | PEG 82
178 | PES 73
179 | PEG 84
180 | PEG 76

AlmmMmMm XXX | X" mMmMX|X|IAXMXIA|IAMmMmMm| XM X X X|AXmMmmMmMm{ XXM X|mm|m|X|X
Z|lv|Z2|1Z2|Z2|Z2|1Z2 |Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|9|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|2|2|2|2|9|Z2|Z2|0|O0|(Z|0|Z2|Z2|Z2|0|Z2|0|Z2|T
v|IZ|IZ2|Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|9|Z2|Z2|0|0 |0 | Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|0 |0 |Z2|Z2|Z2|T0|O0|TU0|O0(Z2|Z2|2
Z|Z2|lZ2|1Z2|l9v|Z2|1Z2 |Z2|Z2|Z2|9|Z2|U|U|U0O|O|Z2|0|0|Z2|Z2|Z2|Z2|0|0|(Z2|Z2|Z2|T0|U0U|U|(UD|TU|U|TUT|U|T|TO
Z|Z2|Z|9|Z2|Z2|IZ2|9|Z2|9|0 | Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|90|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|9|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|0|Z2|2
Z|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|Z2|1Z2 |Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|2 |2

181 | KONTROL 74
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim g¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/IPEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
183 | PEG 79 K N N P N N
184 | KONTROL 71 K N P

185 | PEG 80 E N P P N N
187 | PEG 77 K N N P N N
188 | PEG 81 K N N P N N
189 | PEG 73 E P P P N N
190 | PEG 82 K N P N N N
191 | PEG 78 K N N P P N
192 | KONTROL 66 K P N P N N
194 | PEG 79 E N N P N N
195 | PES 79 K N N P N N
196 | PEG 78 K N N N N N
197 | PEG 66 K N N N N N
198 | PEG 76 E N N N N N
199 | PES 63 E N N N N N
200 | PEG 87 K P N N N N
201 | PEG 84 K N P P N N
202 | PES 83 K N N P N N
203 | PES 88 E P N P N N
204 | PEG 85 E N N P P N
205 | PEG 65 K N N P N N
206 | PEG 70 K N N P N N
207 | PEG 67 K N N P N N
208 | PEG 84 K N P P N N
209 | PEG 87 E N P P N N
210 | PEG 71 K P N P N N
211 | PEG 81 K N N N N N
212 | PES 75 E P N P N N
213 | PEG 55 K N P N N N
214 | PEG 69 E N N P N N
215 | KONTROL 76 K N N N N N
216 | PEG 77 E P P P N N
217 | PES 68 K N N N N N
218 | PEG 69 E P P N N N
219 | PES 81 K N N P N N
220 | PEG 70 K P P N N N
221 | PEG 84 E N N N N N
222 | PEG 72 K P P P N N
223 | PES 64 K N N P N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

259 | KONTROL 78
260 | KONTROL 72
262 | KONTROL 53
263 | KONTROL 71

PES/PEG/ _
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastahigi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
224 | KONTROL 80 K P N P N N
225 | PEG 63 K N N P
226 | PEG 79 E N P P N N
227 | PEG 77 E P P P N N
228 | PES 78 K N N P N N
229 | KONTROL 54 K N N P N N
230 | PES 81 K N P N N N
231 | PES 86 E P N P N N
232 | PEG 75 E P P N N N
233 | PEG 79 E P N N N N
234 | KONTROL 52 K P P P N N
235 | KONTROL 78 K N P N N N
236 | KONTROL 71 K N N P N N
237 | KONTROL 79 K P P N N N
238 | PES 66 K N N N N N
239 | KONTROL 74 K P P P N N
240 | KONTROL 73 K N N P N N
241 | PEG 91 E P N P N N
242 | KONTROL 64 E N N P N N
243 | PEG 70 E N N P N N
244 | PES 71 E N P P N N
245 | PES 84 K N P P N N
246 | KONTROL 76 K N P P N N
247 | KONTROL 83 K N N P N N
248 | PEG 68 E N N P N N
249 | PES 66 E N N N N N
250 | KONTROL 85 K N P P N N
251 | KONTROL 87 K N N P N N
252 | PEG 64 E N N N N N
253 | PEG 95 E P N P N N
254 | PES 81 E N P P P N
255 | KONTROL 54 E N N N N N
256 | PES 63 E P N N N N
257 | KONTROL 82 E P N P N N
258 | PEG 61 E N P N P N
K N N N P N
E N N P P N
K N N N N N
K N N P N N

181



Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim g¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

303 | KONTROL 80
305 | KONTROL 82

PES/IPEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
264 | KONTROL 76 E P N N N N
265 | PEG 65 E P N N
266 | PES 72 K N N P N N
267 | PEG 78 E N N N N N
268 | KONTROL 84 K N P P N N
269 | PEG 75 E N N P N N
270 | KONTROL 85 K N N P N N
271 | PEG 78 K N N N N N
273 | KONTROL 56 K N P P N N
274 | KONTROL 83 K P P N N N
275 | PES 78 E N P P N N
276 | KONTROL 83 E P P P N N
277 | PEG 79 E N N N N N
278 | PEG 84 E N P P N N
279 | PES 72 E P N P N N
280 | PEG 82 K P N P N N
281 | PEG 74 E N N N N N
282 | PES 86 K N N P N N
283 | PEG 82 E N N P N N
284 | KONTROL 67 E N P N N N
285 | PES 70 K P N P N N
286 | KONTROL 74 K P P P N N
288 | PES 81 E N N P N N
289 | KONTROL 74 K N N P N N
290 | PEG 74 E N N N N N
291 | KONTROL 74 K N N N N N
292 | PEG 93 K N N P N N
293 | PES 75 E N N P N N
294 | KONTROL 77 E N N N N N
295 | KONTROL 78 K N N N N N
296 | PEG 84 E N P N N N
297 | KONTROL 83 K P P P N N
298 | PEG 86 K N N N N N
299 | KONTROL 81 K N P N N N
300 | KONTROL 69 E N P N N N
301 | PEG 79 E N P N N N
302 | PES 82 K N P P N N
K N N P N N
K N P P N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastalhigi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
306 | PEG 71 E P N N N N
307 | KONTROL 86 K P P
308 | KONTROL | 104 K N P N N N
309 | KONTROL 81 E N P N N N
310 | PEG 61 E N P P N N
311 | KONTROL 69 E N N P P N
312 | PEG 79 K N N P N N
313 | PES 76 K N P N N N
314 | KONTROL 84 K N P N N N
315 | KONTROL 82 E N P P P N
316 | PEG 85 K N P P N N
317 | KONTROL 78 E N N P P N
318 | PEG 64 E N N P N N
319 | KONTROL 82 K N P N N N
322 | PEG 76 E P N P N N
324 | PES 71 E N P P N N
325 | KONTROL 73 E N N P N N
326 | PEG 70 E P N N N N
327 | PES 85 E N P P N N
328 | KONTROL 80 E N N N N N
330 | PES 72 K N P N N N
331 | PES 73 E N P N N N
332 | KONTROL 72 K N P P N N
333 | KONTROL 68 E N N P N N
334 | KONTROL 70 E N N P N N
335 | PES 75 K N P P N N
336 | KONTROL 86 E P N N N N
337 | KONTROL 71 E N N P P N
338 | PES 73 K N N P N N
339 | KONTROL 75 K N P N N N
340 | KONTROL 62 K N P N N N
341 | PES 68 K N P P P N
342 | KONTROL 81 E P N P N N
343 | PEG 61 K N N N N N
344 | PEG 70 E N P N N N
345 | PES 68 E N P N N N
346 | PES 74 E N P N N N
347 | KONTROL 70 E N P P N N
348 | PES 75 K N N P N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim g¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
349 | PES 87 E N N P N N
352 | KONTROL 74 K N P
353 | KONTROL 91 K N P N N N
356 | KONTROL 79 E N N P N N
359 | PEG 86 E P N N N N
360 | PES 66 E N P P N N
361 | PES 63 K N N P P N
362 | PEG 79 E N N P N N
363 | PES 71 E N P N N N
364 | KONTROL 70 K N P N N N
365 | PEG 77 E N P P P N
367 | KONTROL 66 K N N N N N
368 | PEG 76 K N P P N N
369 | PES 63 E N N P N N
370 | KONTROL 74 K P N N N N
371 | PEG 77 E N P P N N
372 | KONTROL 66 K N N N N N
373 | PEG 67 K N N N N N
374 | PEG 76 E P N N N N
375 | KONTROL 74 E N N P N N
376 | PES 70 K N N N N N
377 | PEG 63 E N N P N N
378 | PEG 78 E N N P N N
379 | PEG 68 E N N N N N
380 | PES 68 K N N N N N
381 | KONTROL 71 K N N N N N
382 | PEG 63 E N N N N N
384 | PES 67 K N N P N N
385 | PES 83 E N N P N N
386 | PES 85 E N N N N N
387 | PEG 73 E N N N N N
388 | KONTROL 66 K N N P N N
389 | PEG 57 K N N P N N
391 | PES 76 E N N N N N
392 | PES 63 K N N N N N
393 | KONTROL 70 E N N N N N
394 | PEG 73 E P N N N N
395 | PEG 82 E N P P N N
396 | PEG 78 K N N P N N
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Tablo EK 2 (devam) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastasi ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastalhigi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
397 | PES 76 E N N N N N
399 | KONTROL | 66 E N N N

400 | PES 78 E N N N N N
401 | KONTROL | 68 K P N N N N
402 | KONTROL 70 K N P P N N
403 | PES 77 E N N P N N
404 | PES 68 K N N P N N
405 | PES 66 K N N P N N
406 | KONTROL | 71 K N N N N N
407 | PEG 63 K N N N N N
408 | PEG 71 K N N N N N
409 | PEG 61 E N N N N N
410 | PES 76 E P N N N N
411 | PES 76 K N N P N N
412 |[KONTROL | 66 E N N P N N
413 |KONTROL | 76 E N N N N N
414 | PEG 66 E N N N N N
415 | KONTROL | 70 E N N N N N
416 | PES 69 E N N N N N
417 | PES 68 K P N N N N
418 | PEG 80 K N P P N N
419 | PES 65 E N N N N N
420 | KONTROL | 70 K P N N N N
421 | PES 70 K N P P N N
422 | PES 69 E N N P N N
423 | PES 70 E N N P N N
424 | PEG 76 K N N N N N
425 | PES 66 E N N N N N
427 | PES 63 K N N N N N
428 | PES 56 E P N N N N
430 | KONTROL | 56 K N N P N N
431 | PES 70 E N N N N N
432 | PES 73 K N N N N N
434 | PES 69 E N N N N N
435 | PES 68 E P N N N N
436 | PES 71 E N P P N N
437 | PES 69 E N N P N N
438 | PES 70 E P N P N N
439 | PES 71 K N N N N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tim g¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/IPEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
440 | KONTROL | 79 E N N N N N
441 | PEG 63 E P

442 | PEG 69 E N N P N N
443 | PES 67 E N N P N N
444 | PES 76 E N N N N N
445 | PES 69 E P N N N N
446 | PES 77 K P P P P N
447 | PES 77 E N P P N N
448 | PEG 79 K N N N N N
449 | KONTROL 80 E N N P N N
450 | PES 79 E N N N P N
451 | KONTROL 79 K P N N N N
452 | KONTROL 68 E P P N N N
453 | PES 78 K N P P N N
454 | PEG 59 E N P P N N
455 | PEG 69 K N N P P N
456 | KONTROL 76 E N N N N N
457 | PES 70 E N N P N N
458 | PES 69 E N N N N N
459 | PES 69 K P N P N N
460 | PES 70 E P N N N N
461 | PEG 66 K N N P N N
462 | PES 63 K N N P P N
463 | PES 56 K N N P N N
464 | PES 76 K N P N N N
465 | PES 63 K P N P N N
467 | PES 68 E P N P N N
468 | KONTROL 78 E N P N N N
469 | PES 70 K N N N N N
470 | PES 65 K N N P N N
471 | KONTROL 66 E N N P P N
472 | PES 66 E N P P N N
473 | PES 66 K P P N N N
474 | PES 69 K P N N P N
476 | PES 78 E P P N N N
477 | KONTROL 79 E P N P N N
478 | PES 70 K N P P N N
479 | PEG 69 E N P P N N
480 | PES 69 E N N P N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastalhigi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
482 | PEG 80 K N N N N N
483 | PEG 63
484 | PES 70
485 | PES 66
486 | PES 70
487 | PEG 70
488 | PES 76
489 | PES 72
490 | PEG 79
492 | PEG 73
494 | PES 68
495 | PES 70
496 | PES 69
497 | PES 73
498 | PEG 68

499 | KONTROL 71
500 | KONTROL 71

501 | PES 63
502 | PEG 60
503 | PES 68
504 | PES 63
506 | PEG 59
508 | KONTROL 66
510 | PEG 66
511 | KONTROL 68
512 | PES 78
514 | PES 77
515 | PES 71
518 | PEG 70
519 | PEG 63
520 | PES 68
521 | PEG 73
522 | PES 68

523 | KONTROL 68
524 | KONTROL 66
525 | KONTROL 68

AlimMmXImMmX|IX|IAXMmMX| XM XX mimmimm{(mMm|mm |X|X|X/Mmmmm Mm@ MmMm M X|X[M|X[|[X|X|m
Z|vo|o|Z2|Z2|9|Z2|9|Z2|Z2|Z2|0|O0|O|O0|Z2|Z2|0|Z2|Z2|1Z2 |Z2|Z2|Z2|0|0|(Z2|0|Z2|Z2|Z2|Z2|0|Z2|T0|Z2|T|T
Z|Z2|9o|zZz|Z2|Z2|Z2|2|9|Z2|Z2|Z2|0|Z2|0|O©O|Z|O0|(Z2|Z2|0|0|Z|0|O0|Z|Z2|Z2|90|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|T0|T|T|Z2
Z|lz|Z2|l9|lz|lz|Z2|9|Zz2|Z2|O|9|lz|Z2|Z|9|Z2|2|D9|O|Zz|Z2|Z2|Z|9|Ov|Z|TU|Z|TU|O|UD|Z|U0|Z2|T|Z]|T
v|Dv|Z|O|O|OD|O|Z|l0|Z2|Z|Z2|Z2|9|Z|Z|0|Z2|0|Z2|Z|Z2|Z|Z2|Z2|Z2|9|Z2|0|lZ2|Z2|Z2|Z2|Z|Z2|T0|Z2|Z2
Z|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|1Z2 |Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|909|Z2|Z2|Z2|2

527 | PEG 68
528 | PES 78
529 | PES 71
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim g¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
530 | PES 66 E P P N N N
531 | PES 68 E N P
532 | PES 66 E N N N N N
533 | PES 69 E N N N N N
534 | PES 63 K P N P N N
535 | PES 68 K P P N N N
536 | PES 73 E N N P N N
538 | KONTROL 68 E N P N N N
539 | PEG 70 K P N P N N
540 | PES 66 K P P P N N
541 | PES 65 K P P P N P
542 | PES 63 E P N P N N
543 | PES 63 K N P N N N
544 | PES 68 K N N N N N
545 | KONTROL 94 E P N P N N
546 | PEG 69 E N N P P N
547 | KONTROL 69 E N P B N N
548 | PEG 66 K P P N N N
549 | KONTROL 66 K N N P N N
550 | PES 63 K N P N N N
552 | PES 70 K P P P N N
553 | PES 75 K N N N N N
554 | KONTROL 70 K N N P N N
555 | PES 68 K N N P N N
556 | KONTROL 70 K N N N N N
557 | KONTROL 66 K N N N N N
558 | KONTROL 68 E N N P N N
559 | PES 69 K N N P N N
560 | PEG 68 E N N N N N
561 | PEG 89 E N P N N N
563 | PES 70 K P P P N N
564 | PEG 73 E N N N N N
565 | PES 68 E N P N N N
566 | PES 70 E N P N N N
567 | PES 60 E N P N N N
568 | PES 61 E N N N N N
569 | PES 80 E N N N N N
570 | PES 58 K N P N P N
571 | PES 69 E P N P N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastalhigi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
572 | PEG 71 K N N N P N
573 | PES 60 K P N P
574 | PES 69 K P P P N N
575 | PES 66 E N P N N N
576 | PES 56 E N N N N N
577 | KONTROL 59 K P P N N N
578 | PEG 63 K P N N P N
579 | KONTROL 66 K N N N P N
580 | PES 63 K P P N N N
581 | KONTROL 68 K N N P N N
582 | PES 58 K N N N N N
583 | PES 68 E N N N N N
584 | PES 69 E P N P N N
585 | PES 76 K P N N N N
586 | PES 80 K N N P N N
587 | PES 70 E N N P N N
588 | PES 63 E N N N N N
589 | PES 65 E P N N N N
590 | PES 68 K P P P P N
591 | PES 68 E N P N N N
592 | PES 60 E P N P N N
593 | PEG 70 E P N N N N
594 | PEG 70 E N N P N N
595 | PEG 66 E N N P N N
596 | KONTROL 65 K N N N N N
597 | KONTROL 75 K N N N P N
598 | KONTROL 66 E P N P N N
599 | KONTROL 68 K P P P N N
600 | KONTROL 60 K N P N N N
601 | KONTROL 59 K N N N N N
602 | KONTROL 70 E N P N N N
603 | PEG 58 K N N N N N
604 | PEG 68 K N P P P N
605 | KONTROL 72 K P P P N N
606 | PEG 59 K N N P N N
607 | KONTROL 66 K N P N N N
608 | KONTROL 69 E N N N N N
609 | PES 63 E N P P P N
610 | PES 63 E N N N N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastasi ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim g¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
611 | PES 68 E P N N N N
612 | PES 62
613 | PES 78
614 | PEG 72
615 | PES 75
616 | KONTROL 66
617 | PEG 75
618 | PES 70
619 | PES 61

621 | KONTROL 71
622 | KONTROL 76
623 | KONTROL 68

624 | PEG 72
625 | PES 66
626 | KONTROL 81
627 | PES 75
628 | KONTROL 75
629 | PEG 63
630 | PEG 77
631 | PES 85
632 | PEG 73
633 | PEG 83
634 | PEG 84

635 | KONTROL 68
636 | KONTROL 66
637 | KONTROL 55
638 | PEG 58
639 | PEG 76
641 | KONTROL 66
642 | KONTROL 61
643 | KONTROL 55

AmMmmxXMmMmMmmM|X  MmMmmMmMmm|X| X MMM M XM XXM X|IAX|AXMmmMm@M| X| X M mMm(MmMm[MmM[{mMm{mMm|[X|M
O | | Z2 |9 | |Z2(Z2|Z2|v|Z2|0 |0 |0 |1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|0|0|Z2|0|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|©
v|\ZZ2|1Z2|jv|jviZ2|1Z2lZ2|IZ2|Z|vZ2|1Z2|Z2|Z2|9|Z2|Z2|09|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|2|Z2|9|Z2|0|TD|O|TD|O|T0|Z2
U |v 2|9 (2|9 v |Z2Z2|Z2|9 |0 |0 |Z2|Z2|0|0|lZ2|Z2|Z2|Z2|0|Z2|0|Z2|0|Z2|0|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|2| T
Z|Z2|lv|Zz2|Z2|Z|v|v|jv|v(Z|Z2|Z|v|(Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|l9|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|T0 |2
Z1Z21Z2|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|2|2|Z2|2|2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2

644 | PEG 68
645 | PEG 68
646 | KONTROL 61
647 | PEG 81
648 | KONTROL 63
649 | PEG 62
650 | KONTROL 73
651 | PEG 66
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .
NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastalhigi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
652 | KONTROL 70 E N P N N N
653 | KONTROL 68
654 | PEG 81

655 | KONTROL 78
656 | KONTROL 65
657 | KONTROL 61
658 | KONTROL 71
659 | KONTROL 73
660 | KONTROL 51
661 | KONTROL 56
662 | KONTROL 65

644 | PEG 68
645 | PEG 68
646 | KONTROL 61
647 | PEG 81
648 | KONTROL 63
649 | PEG 62
650 | KONTROL 73
651 | PEG 66

652 | KONTROL 70
653 | KONTROL 68
654 | PEG 81
655 | KONTROL 78
656 | KONTROL 65
657 | KONTROL 61
658 | KONTROL 71
659 | KONTROL 73
660 | KONTROL 51
661 | KONTROL 56
662 | KONTROL 65
663 | KONTROL 66
664 | KONTROL 59
665 | KONTROL 54
666 | KONTROL 71
667 | KONTROL 61
668 | KONTROL 63
669 | KONTROL 74
670 | KONTROL 63
671 | KONTROL 68

AN |IAmMmmMm|xXm|X|X|X|X|ANMX|X[X{mMmm/@X/|Mm,/X/|Mm/m/AX/|/m//mm|X|X|X|X|m|X|[|X|[X|[Mm/Mm,|[~X
22| Z2|2|9|v|v | Z2|v|Z2|Z2|Z2|v|Z2|vZ2|vZ2|Z2|9|v|Z2|0 |0 |Z2|Z2|Z2|©v|Z2|Z2|Z2|0|Z2 |0 (2|0 |2
Z|v | Zz2zZz2Z2Z2Z2|Z2(2|v|jv|IZ2|Z2|12|Z2|Z2|9v|v|Z2|©v|v(Z2|Z2|Z2|9|U|Z2|Z2|0 |0 |Z2|Z2|Z2|Z2|Z2 |0 |0 |2
vIZ|v 212122222 |v|jvZ2|Z2|Z2|jviZ2Z2|2|2|9|9v|Z2|9|Z2 |0 |U|Z2|Z2 |0 |0 |Z2|(Z2|Z2 |02 |2 |2
Z|ov|zZz2|Zz2Z2|9|Z2|9|jv|IZ2Z|9 ||| (2|9 Z2|Z2|Z2|Z2|Z|9|Z2|Z2|Z |9 | |Z2|Z|©|T|TO |0 (Z2 |0 (2|2
v |IZ|v1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|1Z2|Z2|1Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|2(Z2|Z2|2|Z2|Z2 |2 |12 |Z2|Z2|Z2|Z2|Z2|Z2 |Z2|Z2|Z2|Z2|Z2 (2|2
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim g¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;
N:Negatif.

PES/PEG/ .

NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastaligi | Hipertansiyon | Sigara | Inme
672 | KONTROL 58 E N P N P

673 | KONTROL 68 K P P N N P
674 | KONTROL 78 E P N P N P
675 | PEG 66 K N N P N N
677 | KONTROL 71 E N N P P P
678 | PEG 78 K N N N N P
679 | PEG 70 E P P N N P
680 | KONTROL 66 E P N N P p
681 | KONTROL 77 E N P P N P
682 | KONTROL 73 K P N N N N
683 | KONTROL 63 E N N P N N
684 | KONTROL 67 K N N N N N
685 | PEG 65 E N P N N P
686 | KONTROL 69 E P N N P P
687 | PEG 57 K N N P P N
688 | PEG 71 E P N P N N
689 | PEG 76 E N N N N N
690 | KONTROL 63 K N N P P N
691 | KONTROL 67 E N P P N N
692 | PEG 61 E P P N N N
693 | PEG 63 K P N N P N
694 | PEG 68 K N N N P N
695 | KONTROL 78 K N N P N N
696 | PES 68 E P N N N P
697 | PEG 68 E N N P N N
698 | PEG 52 E N N P N N
699 | PEG 78 E N N P N N
700 | PEG 78 K N N P N N
701 | PEG 72 K N N N N N
702 | PEG 61 E N P N P N
703 | PEG 78 K P N P N N
704 | PEG 58 K N N N N N
705 | KONTROL 68 E N P N N N
706 | PEG 58 E N N P N N
707 | PEG 80 E P N P N N
708 | PEG 73 E N N N N N
709 | PEG 78 K N N N N N
710 | PEG 74 E P N N N N
711 | PEG 78 E N N P N N
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Tablo EK 2 (devami) : 213 PEG hastasi, 214 PEG hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri. E: Erkek; K: Kadin; P:Pozitif;

N:Negatif.
PES/PEG/

NO | Kontrol Yas Cinsiyet | Diyabet | Kalp hastahg | Hipertansiyon | Sigara | inme
712 |KONTROL | 67 E N N N N
713 |[KONTROL | 70 K N P N N N
714 | KONTROL 59 E P N P N N
715 | KONTROL 72 E P N P N N
EK 3. PEG, PES ve kontrol gruplarinda gozyas1 ve akézdeki CTGF

konsantrasyonu, total protein ve total protein icindeki CTGF oranlarmin birbiri

ile korelasyonu

Tablo EK 3.1 : PEG hastalarinin gézyasi ve akozlerindeki CTGF konsantrasyonu, total
protein ve total protein i¢indeki CTGF oranlarinin birbiri ile korelasyonu.

. AKoz AKkoz . Gozyas1 Gozyas1
Akoz Gozyasi
CTGE tota! CTGF CTGE total_ CTGF
protein orani protein orani

Akoz Pearson i
CTGE Correlation 1 -0.183 | 0.858(**) 0.226 0.730 0.199

P 0.664 0.006 0.714 0.100 0.749
Akoz Pearson
total Correlation -0.183 1 -0.624 -0.562 -0.569 -0.543
protein

P 0.664 0.098 0.324 0.239 0.344
Akodz Pearson o i
CTGE Correlation 0.858(**) 0.624 1 0.532 0.788 0.504
orant P 0.006 0.098 0.356 0.063 0.386
Gozyast Pearson _
CTGE Correlation 0.226 -0.562 0.532 1 0.109 0.999(**)

P 0.714 0.324 0.356 0.862 0.000
Gozyast  Pearson 0730 | -0569 | 0.788 0.109 0.072
total Correlation
protein P 0.100 0.239 0.063 0.862 0.909
Gozyasi Pearson ) o
CTCE Correlation 0.199 0.543 0.504 0.999(**) 0.072 1
orant P 0.749 0.344 0.386 0.000 0.909

** Korelasyon 00.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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Tablo EK 3.2 : PES hastalariin gozyasi ve akozlerindeki CTGF konsantrasyonu, total
protein ve total protein i¢indeki CTGF oranlarinin birbiri ile korelasyonu.

. Akoz Akoz .. Gozyas1 | Gozyas:
Akoz Gozyasi
CTGE tota! CTGF CTGE tota! CTGF
protein orani protein orani

Akoz Pearson
CTGE Correlation 1 0.134 0.414 -0.143 0.267 -0.132

P 0.607 0.099 0.693 0.427 0.715
Akoz Pearson )
total Correlation 0.134 1 0.636(**) -0.011 0.470 -0.093
protein '

P 0.607 0.006 0.976 0.145 0.799
Akoz Pearson -
CTGF Correlation 0.414 0.636(**) 1 0.071 -0.091 -0.099
orani P 0.099 0.006 0.845 0.789 0.785
Gozyast Pearson e
CTGE Correlation -0.143 -0.011 -0.071 1 -0.299 | 0.955(**)

P 0.693 0.976 0.845 0.402 0.000
Gozyast  Pearson 0267 | 0470 | -0091 | -0.299 1 -0.531
total Correlation
protein P 0.427 0.145 0.789 0.402 0.114
Gozyast Pearson ) ) ) o )
CTGE Correlation 0.132 0.093 0.099 0.955(**) 0.531 1
orant P 0.715 0.799 0.785 0.000 0.114

** Korelasyon 00.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).

Tablo EK 3.3 : Kontrollerin gozyas1 ve akdzlerindeki CTGF konsantrasyonu, total
protein ve total protein icindeki CTGF oranlariin birbiri ile korelasyonu.

N Akoz AKkoz N Gozyas1 | Gozyasi
Akoéz Gozyasi
CTGE tota! CTGF CTGE tota! CTGF
protein orani protein orani

Akoz Pearson .
CTGE Correlation 1 0.386 | 0.684(**) -0.371 -0.132 -0.463

P 0.084 0.001 0.235 0.652 0.130
Akoz Pearson
total Correlation 0.386 1 -0.295 -0.150 0.182 -0.250
protein

P 0.084 0.193 0.642 0.534 0.434
Akoz Pearson o ) ) ) )
CTGE Correlation 0.684(**) 0.295 1 0.322 0.161 0.345
orani P 0.001 0.193 0.307 0.582 0.272
Gozyasi Pearson ) ) ) iz
CTCE Correlation 0.371 0.150 0.322 1 0.444 | 0.944(**)

P 0.235 0.642 0.307 0.148 0.000
Gozyast  Pearson 0132 | 0182 | -0.161 0.444 1 0.255
total Correlation
protein P 0.652 0.534 0.582 0.148 0.424
Gozyasi Pearson i i i .
CTCE Correlation 0.463 0.250 0.345 0.944(**) 0.255 1
orant P 0.130 0.434 0.272 0.000 0.424

** Korelasyon 00.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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