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ONSOz

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES) g6z dokularinda anormal fibriler materyallerin Uretilip
birikmesiyle karakterize bir hiicredigi matriks hastaligidir. Psédoeksfoliasyon materyali, ak6z
sivisinin drenajini saglayan kanallari tikayarak g6z ici basincinin artmasina sebep olarak
glokoma (PEG) ve gérme kaybina yol agabilir. Glokom gérme kaybina neden olan ikinci blyUk
faktordir ve PES’li hastalarin PEG gelistirme ihtimali %34.3’tlr. PES patofizyolojisinin biylime
faktorlerinin fazla salgilanmasi, oksidatif stresin artmasi ve hucresel stres yanitinin bozulmasi

gibi birgok faktorle iligkili oldugu distinulmektedir.

Paraoksonaz 1 (PONL1) iyi bilinen antioksidan enzimlerden biridir ve gbzde akdéz humorde de
ifade edildigi bilinmektedir. Toplumda serum paraoksonaz aktivitesi yéninden Kisiler, ylksek,
orta ve duslk aktivite gésterenler olmak Gzere Ug fenotipik grupta toplanmaktadir. Bu aktivite
polimorfizminin temelinde PON1 geninin kodlayan bdlgesinde yer alan 192Q/R ve 55L/M tek
nukleotit polimorfizmleri (SNP) bulunmaktadir. Ayrica, PON1 geninin promotor bdlgesindeki
polimorfizmlerden -107T/C, PON1 ifade seviyesindeki farkhliklarin %22,4’iinden sorumludur.
Tek kor randomize olarak planlanan bu calismada PON1 genetik polimorfizmlerinin (192Q/R,
55L/M ve -107T/C) PES ve PEG ile iligkisinin incelenmesi ve bu polimorfizmlerin PES ve/veya
PEG tanisinda ve PEG yatkinligi olan PES hastalarinin erken teshisinde biyobelirte¢ olarak

kullanilabilme potansiyellerinin arastiriimasi amaclanmistir.

150 PEG hastasi, 150 PES hastasi ve 150 kontrol ile yapilan ¢alisma sonucunda, PON1
192Q/R ve 55L/M polimorfizmlerinin kontroller icin PES veya PEG riski bakimindan fark
yaratmadigi goézlenmistir. 192Q/R polimorfizmi PES hastalarinin PEG olusturma riski
agisindan da iliskisiz bulunmus, ancak PES hastalari i¢gin, 55MM genotipine sahip olmanin,
55LM veya LL genotipine gbre, PEG igin 0.49 kat (OR=0.490, P=0.048) riskli, diger bir ifade
ile yaklasik 2 kat koruyucu oldugu ortaya ¢ikmistir. PON1 -107C aleli tagiyan genotipe sahip
olmanin, tasimayan genotipe gére PES igin 0.573 kat riskli (yani 1.74 kat daha koruyucu)
(P=0.022) oldugu; 6te yandan PES hastalari arasinda C aleli tasiyan genotipe sahip olmanin,
TT genotipine goére, PEG riskini 1.690 kat arttirdigi (P=0.030) hesaplanmistir. Sonug olarak,
bu polimorfizmler PES ve PEG kapsaminda ilk kez incelenmis olup, bazi alellerin varligi
PES/PEG ile iligkili bulunmustur.

Bu proje 3155190 proje koduyla TUBITAK tarafindan desteklenmigtir.
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OzZET

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES) hicre digi matrikste lifsi materyallerin hem okuler
dokularda hem de gesitli i¢c organlarda birikmesi ile karakterize, yagsa bagl gelisen sistemik bir
bozukluktur. Psédoeksfoliasyon materyalinin, akdéz himor sivisinin drenajini saglayan
kanallari tikamasi sonucunda g6z i¢i basincinin artmasi ile birlikte glokom ortaya cikar; bu tip
glokoma psoédoeksfoliyatif glokom (PEG) adi verilir. Glokom diinyada gérme kaybina yol agan
en onemli sebeplerden biridir. PES’in patofizyolojisinde oksidatif stresin yer aldigi
dusunulmektedir. PON1 oldukga bilinen bir antioksidan enzimdir ve PES’in patofizyolojisinde
roli olabileceg@i dusinilmektedir. Bu nedenle PON1 aktivitesini ve ifade edilme seviyesini
etkileyen bazi tek nikleotit polimorfizmleri (SNP) ile PES ve PEG hastaliklari arasindaki
iliskinin incelenmesine karar verilmistir. Bu SNP’ler 192Q/R, 55L/M, ve -107T/C
polimorfizmleridir.

Calisma grubu 150 PES hastasi, 150 PEG hastasi ve 150 kontrolden olugsmaktadir. Kan
drnekleri Saglik Bilimleri Universites, Ankara Gulhane Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z
Hastaliklar1 Servisince toplanmistir. Genotipler PCR ve sonrasinda RFLP teknigi kullanilarak
belirlenmigtir. PCR’da kullanilan genomik DNA’lar ekibimiz tarafindan tam kandan izole
edilmistir.

Yapllan istatistiksel analizler sonucunda, PON1 192Q/R ve 55L/M polimorfizmlerinin kontroller
icin PES veya PEG riski bakimindan fark yaratmadigi gézlenmistir. 192Q/R polimorfizmi PES
hastalarinin PEG olusturma riski agisindan da iliskisiz bulunmus, ancak PES hastalari igin,
55MM genotipine sahip olmanin, 55LM veya LL genotipine gére, PEG igin 0.49 kat (OR=0.490,
P=0.048) riskli, diger bir ifade ile yaklasik 2 kat koruyucu oldugu ortaya ¢ikmigtir. PON1 -107C
aleli tasiyan genotipe sahip olmanin, tasimayan genotipe goére PES icgin 0.573 kat riskli (yani
1.74 kat daha koruyucu) (P=0.022) oldugu; 6te yandan PES hastalari arasinda C aleli tagiyan
genotipe sahip olmanin, TT genotipine goére, PEG riskini 1.690 kat arttirdig1 (P=0.030)
hesaplanmistir.

Sonug olarak, bu polimorfizmler PES ve PEG kapsaminda ilk kez incelenmis olup, bazi

alellerin varligi PES/PEG ile iligkili bulunmustur.

Anahtar kelimeler: glokom, polimorfizm, PON1, psddoeksfoliasyon, SNP

vi



(/g\

TiBITAK

ABSTRACT

Pseudoexfoliation syndrome (PES) is an age-realted systemic disorder, characterized by
progressive accumulation of abnormal fibrillary material in ocular tissues. When
pseudoexfoliation material blocks the canals responsible for the drainage of aqueous humor,
intraocular pressure increases and causes pseudoexfoliative glaucoma (PEG). Glaucoma is
one of the most important cause of blindness in the world. It is thought that oxidative stress is
involved in the pathophysiology of PES. PONL1 is a well-known antioxidant enzyme and is
thought to play a role in the pathophysiology of PES. Therefore, it has been decided to examine
the relationship between some single nucleotide polymorphisms (SNPs) affecting PON1
activity and expression level (192Q/R, 55L/M, -107T/C) and PES and PEG.

The study population consisted of 150 PES patients,150 PEG patients and 150 controls. Blood
samples were collected by University Health Sciences, Ankara Gulhane Education and
Research Hospital, Department of Ophthalmology. Genotypes were determined by PCR/RFLP
analysis.

As a result of the statistical analyzes, it was observed that the PON1 192Q/R and 55L/M
polymorphisms did not make any difference in the PES or PEG risk for the controls. 192Q/R
polymorphism was not related to the risk of PEG in patients with PES, but possesing 55MM
genotype in PES patients had 0.49 times (OR=0.490, P=0.048) increased risk for PEG
compared to 55LM/LL genotype; ie., it is almost 2 times protective. Having a -107C allele
carrying genotype was 0.573 times risky (ie. 1.74 times more protective) (P=0.022) for PES
than the non-carrying genotype; On the other hand, having a genotype bearing the C allele
among PES patients increased the PEG risk by 1.690 fold (P=0.030) relative to the TT
genotype.

As a result, these polymorphisms have been investigated for the first time in PES and PEG,

and some of the alleles have been associated with PES / PEG.

Keywords: Glaucoma, polymorphism, PON1, pseudoexfoliation, SNP
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1. GIRIS

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES) hiicre disi matrikste lifsi materyallerin hem okiiler
dokularda hem de ¢esitli i¢c organlarda birikmesi ile karakterize, yasa bagh gelisen sistemik bir
bozukluktur. Psédoeksfoliasyon materyalinin, akdéz himor sivisinin drenajini saglayan
kanallari ttkamasi sonucunda g6z ici basincinin artmasi ile birlikte glokom ortaya cikar.
Psodoeksfoliasyon tim diinyada glokomun en sik goérilen nedenlerinden biridir ve bu tip
glokoma psoddoeksfoliyatif glokom (PEG) adi verilir. PES patofizyolojisinin buyume faktorlerinin
fazla salgilanmasi, oksidatif stresin artmasi ve hicresel stres yanitinin bozulmasi gibi birgok
faktorle iligkili oldugu dusiniimektedir. Bu projede bu faktérlerden biri olan oksidatif stresin
artmasi ele alinmaya karar verilmistir. Bu durumun antioksidan koruma mekanizmalarindaki
bazi bozukluklarla ilgisi oldugu distnulmektedir bu da akla ¢ok iyi bilinen bir antioksidan enzim
olan Paraoksonaz 1 (PON1) enzimini getirmektedir. PON1 enzimiyle ilgili yapilan ilk
¢alismalarda saglikli populasyonlarda insanlar arasinda paraoksonaz aktivitesinde
(paraoksonu hidrolize etme aktivitesi) fark bulundugu gériimistir. ilerleyen yillarda PON1
geninin kodlayan bodlgesinde iki tane polimorfizm tespit edilmigtir. Bunlar tek nukleotit
polimorfizmleridir (single nucleotide polymorphism; SNP). Bu aktivite polimorfizmi ile iligkili
bulunan tek nukleotit polimorfizmleri 192Q/R ve 55L/M SNP’leridir. Promotor bdlge
polimorfizmlerinden -107T/C, PON1 ifade seviyesindeki farkliliklarin %22,4’Gnden sorumlu
olmasi nedeniyle, en 6nemlisidir. Bu nedenle kontrolld, tek kér randomize olarak planlanan bu
calismada PON1 genetik polimorfizmlerinin PES ve PEG ile iligkisinin incelenmesine karar
verilmigti. PON1 genindeki 3 polimorfizmin (192Q/R, 55L/M ve -107T/C) PES ve/veya PEG
tanisinda ve PEG yatkinhdi olan PES hastalarinin erken teshisinde biyobelirte¢ olarak

kullanilabilme potansiyellerini aragtirmak amaglanmigtir.

Bu galisma kapsaminda 1 yillik sUre igerisinde,

e En az 100 PEG hastasi, 100 PES hastasi ve 100 kontrol bireyin PON1 genindeki 3
SNP (192 Q/R, 55 L/M, -107 T/C) yénunden genotiplerinin belirlenmesi,
e Sonugclarin istatistiksel analizinin yapilmasi

amagclanmistir.
Bu amag dogrultusunda projenin 1 yillik slrecinde;

e Sarf malzeme ve cihaz temini yapilimigtir.
e Gulhane Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklari Servisince 150 PES hastasi,
150 PEG hastasi ve 150 kontrol bireyden (toplam 450 kisiden) tam kan &rnekleri

alinmigtir. Toplam 450 PES hastasi, PEG hastasi ve kontrol bireye ait tam kan



N4

TiBITAK

orneklerinden DNA izolasyonu, DNA’larin Kkalitesinin ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesi gergeklestiriimigtir.

e PON1 geninde bulunan 192 Q/R, 55 L/M, -107 T/C tek nukleotit polimorfizmlerinin PCR
ve restriksiyon endonlkleaz enzim kesimi optimizasyonlari yapilarak toplam 450
ornegin 3 SNP ic¢in genotipleme ¢alismalari tamamlanmis ve sonuglarin istatistiksel

analizi yapiimistir.
2. LITERATUR OZETi

2.1 Psodoeksfoliasyon Sendromu ve Psodoeksfoliasyon Glokomu

Psodoeksfoliasyon (eksfoliasyon) sendromu (PES) hiicre digi matrikste lifsi materyallerin hem
okuler dokularda hem de cesitli ic organlarda birikmesi ile karakterize, yasa bagll gelisen
sistemik bir bozukluktur. Psddoeksfoliasyon gézin én segmentindeki tim dokulari tutar. En
onemli tani kriteri, herhangi bir sibjektif bulgu olmadan lens Uzerinde ve pupil kenarinda
depolanan beyaz-gri renkli psddoeksfoliasyon materyalinin gorilmesidir (Sekil 1). Ayrica, lens
epiteli, trabekller ag, iris, silier proses, konjonktiva ve periokiler dokularin da bu lifsi materyali
icerdigi gosterilmistir (Richardson vd., 1981; Schlotzer vd., 1991). Tipik eksfoliasyon
birikimlerine deri, aort, beyin, kalp, bdbrek gibi bircok dokuda da rastlandigi i¢cin PES sistemik
bir hastalik olarak nitelendiriimektedir (Schldtzer-Schrehardt vd., 1992; Streeten vd., 1992).

Sekil 1. Beyaz ince lifsi psddoeksfoliasyon materyalinin
6n kamaraya ilaveten pupil sinirindaki gorintusu

Psddoeksfoliasyon materyalinin, ak6z humor sivisinin drenajini saglayan kanallari tikamasi
sonucunda g6z i¢i basincinin artmasi ile birlikte glokom ortaya ¢ikar. Psédoeksfoliasyon tim
dinyada glokomun en sik gorilen nedenlerinden biridir ve bu tip glokoma psddoeksfoliyatif
glokom (PEG) adi verilir. PES en ¢ok acik acili glokoma yol agsa da, agi kapanmasi glokomuna
da yol acabilmektedir (Ritch ve Schlétzer-Schrehardt, 2001). Halk arasinda g6z tansiyonu

adiyla bilinen glokom, milyonlarca insani etkileyen yaygin bir g6z hastahdidir. Tedavi

2
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edilmezse gorme kaybina neden olabilmektedir. G6z iginde basing yukseldiginde gérmeyi
saglayan g0z siniri hucrelerinin beslenmesi bozulur ve bu hucreler hasar gorerek yavas yavag
oldukce ¢evreden merkeze dogru gérme kaybi ortaya cikar. Hicrelerin tima 6ldigu zaman
kalici total gérme kaybi olusur.

PES glokoma ek olarak sekonder katarakta da yol agmaktadir (Kuchle vd., 1997). PES’de
gorulen karakteristik patolojik birikimler fakodonezis, melanin dispersiyonu, yetersiz midriyazis,
kan akoz bariyeri disfonksiyonu gibi bircok gozigi komplikasyona zemin hazirlamaktadir. Bu
birikimler PES hastalarinin géz i¢i operasyonu ile iligkili olarak ortaya ¢ikan lens zonillerinde
kopma, arka kapsul riptiru ile vitreus kaybi, iris kaynakli goz ici kanamasi, kornea endotel
yetmezligi, postoperatif enflamasyon ve g6z ici basing yikselmeleri ve intraokiler lensin
liksasyonu gibi bircok komplikasyonun da nedenidir (Naumann vd.,1998; Schlbtzer-
Schrehardt ve Naumann, 2006).

2.2 Epidemiyoloji

ilk kez 1917 yilinda Lindberg tarafindan tanimlanmis olan PES giinimizde bir halk saghg:
sorunu olarak kabul edilebilir. Epidemiyolojik calismalar incelendiginde tium dunyada yaygin
oldugu, ancak toplumlar arasinda degisik sikliklarda géruldugu dikkat cekmektedir (Ringvold
vd., 1999). PES prevalansi cografik, etnik ve irksal varyasyon gostermektedir. Eskimolar ve
Hintliler arasinda, Almanya, ingiltere, Avusturya, Japonya, Danimarka ve isvigcre’de PES
gérilme sikhdi oldukga disiktiir; 70 yas (stii kisilerde %6’nin altindadir. Ote yandan, izlanda,
Finlandiya, Rusya, Tunus, Suudi Arabistan, isveg, Norveg, Yunanistan ve Tirkiye’de PES
g6rilme sikligi daha ytksektir; genellikle %15’in Gstlindedir (Forsius, 1988; Ringvold, 1999).
PES Ulkemizde énemli okiler sorunlar arasinda yer almaktadir. PES gértlme sikhgi 40 yas
izerinde %11.3 (iskeleli, 1978), 50 yas lizerinde %18.2 (Orgen, 1949), Ankara’da 40 yas
izerinde %12.8 (irkeg, 1979), Dogu Akdeniz bélgesinde 60 yas ve lzerindekilerde %11.2
(Yalaz vd., 1992), Karadeniz boélgesinde %16.5 (Arittrk vd., 2005), Orta Karadeniz’'de %12.2
(Cumurcu vd., 2010), istanbul’da %11 (Alpay vd., 1989) olarak bildirilmigtir. Psédoeksfoliatif
materyal birikimi ve toplumda PES gérilme sikhgi yasa bagl olarak artmaktadir (Mitchell vd.,
1999).

Psddoeksfoliasyon bulunan gézlerde glokom gelisme riski ¢cok yuksektir (Mitchell vd., 1999).
Eger gozlerden birinde glokom, digerinde ise sadece PES var ise, bu gdzde bes yil icinde
glokom gelisme riski %50 dir (Yalvag vd., 2001). Diinya Saglik Orgiti’'niin verilerine gore
glokom, dunyada korlik nedenleri arasinda katarakttan sonra ikinci sirada gelmektedir
(Resnikoff vd., 2004). Glokom geri déndurilemez koérludln ise ana nedeni durumundadir ve
2010 yilinda tim dinya ¢apindaki kdrlik nedenlerinin %8’ini teskil etmektedir (King vd., 2013).

Dunya capindaki kér insanlarin 6.6 milyonu glokom nedeniyle gérme yetisini kaybetmistir.
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Yapilan hesaplara gére glokom 2020 yilinda tum dunyada 80 milyon insani etkileyecektir.
PEG, tiim glokomlarin yaklasik %25'ini olugturur (Schlétzer-Schrehardt vd., 2002). Ulkemizde
PES olan hastalarda glokom sikligi % 34.3, glokom hastalarinda PES sikhgi ise %46.9 olarak
saptanmistir (Yalaz vd., 1992). Caligmalar tutarli bir sekilde gdostermistir ki, ilerleyen yas
glokom icin blylk bir risk faktéridir (Giangiacomo ve Coleman, 2009). Toplumlarin yas
ortalamasinin gittikge arttigi géz o6nine alindiginda, PES ve PEG’in gelecekte daha sik

gorilecegdi dustintlmektedir.

2.3 Onemi

PES’li bir hasta, ileri derecede glokom gelisip gérme kaybi ortaya ¢ikana kadar hastaligini fark
etmeyebilir. PES Kklinik olarak tespit edilebilr asamaya geldiginde epey ilerlemis
psodoeksfoliasyon birikimi bulunmaktadir. Hasta baslarda gérme duyusunda bir kayip
hissetmedigi icin hastali§i fark etmez; hastalik ilerledikgce 6nce cevredeki gérme alani daralir
ve gorme keskinligi zamanla azalir. Hastalik ilerledigi zaman fark edilir; ancak o zaman da ge¢
kalinmis olur. Glokomlu hastalarda gérme kaybi meydana geldikten sonra geriye dénuk
tedavisi mimkin degildir; ancak tani konulduktan sonra ilerleyisi durdurulabilir. Glokom bu
nedenle sinsi bir hastalik olarak nitelendiriimektedir. ABD’de yapilan bir arastirmaya gore
ABD’de 2.2 milyon glokom hastasi vardir; ancak bunlarin yalnizca yarisi glokom oldugunu
bilmektedir (The Eye Diseases Prevalence Research Group, 2004).

Psddoeksfoliasyonlu hastalarin gbz ici basincinin kontrol altinda tutulmasi ve gérme kaybinin
onlne gegilebilmesi acgisindan rutin kontrollerin sik ve dizenli bir sekilde yapilmasi gok
o6nemlidir. Bu hastalarda glin igindeki g6z i¢i basinci da diizensizdir. Kontroller arasi slrede,
ps6doeksfoliasyonlu hastalarin goéz i¢i basinci birkag kez 20 mmHg’'nin Ustline ¢ikmis bile
olabilir. Ancak tum PES hastalarinda glokom gelismemektedir.

Halihazirda glokom yatkinhgi olan PES hastalarinin erken teghisinde kullanilan bir parametre
mevcut degildir. Bu nedenle, kisa vadede, multidisipliner calismalar sonucunda, PES
hastalarindan PEG olusturmaya yatkin olanlarin tespit edilmesini saglayacak objektif
parametrelerin bulunmasina ve bu sayede bu kisilerde g0z i¢i basinci g0z sinirine zarar
vermeden once tedbir alinmasina ihtiya¢ vardir. Bu bireyler icin rutin kontroller siklastirilabilir
ve glokom tedavisine daha erken baslanabilir. Su anda piyasada bulunan g6z tansiyonunu
Olgen lensler bu tip hastalarda 6ncelikli olarak uygulamaya gegcirilebilir.

Psddoeksfoliasyon materyalini aspire ederek temizlemeyi hedefleyen operasyonlar
sonrasinda ayni patolojik birikimlerin yeniden olugmasi nedeniyle bu sendromun kesin tedavisi
henlz yoktur (Jacobi vd., 1999). Glokom tedavisinde ise gérme kaybini énlemeyi veya geri
doéndirmeyi saglayacak bir tedavi yapilamamakta, yalnizca gbzdeki basincin dusudrtlmesi

hedeflenmektedir. Ayrica, psédoeksfoliasyon materyali yalnizca okuller dokularda degil, kalp,
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akciger, karaciger, safra kesesi, atardamarlar gibi hemen hemen tim organ ve dokularda
birikim yaparak zarar verir (Schlétzer-Schrehardt vd., 1992; Streeten vd., 1992). Ornegin aort
damarinda birikim yaparak anevrizmaya, kulakta ise igsitme kaybina neden olabilmektedir
(Samarai vd., 2012). Bu nedenle, uzun vadede, psddoeksfoliasyon materyalinin olusumunda
rol alan faktorlerin tespit edilmesi ve bu sayede PES'in ortaya ¢ikmasinin dnlenebilmesi buyuk
onem tasimaktadir. Bu ¢alismada incelenecek polimorfizmler PES ile ilgili bulunursa, bunlar
mekanistik olarak iligkilerinin teyit edilmesinin ardindan, ileriki yillarda tedavi i¢in yeni terapatik

imkanlar yaratabilecektir.

2.4 Psodoeksfoliasyon Sendromunun Patogenezi

Bu sendromdaki hiicre disi matriksteki elastik lifsi materyallerin kronik olarak birikmesi durumu
ya c¢ok fazla Uretimden, ya yetersiz yikilmadan, ya da her ikisinin birden gerceklesmesi ile
ortaya cikar (Streeten vd. 1986). Psddoeksfoliasyon sendromunun altinda yatan patofizyoloji
hem genetik hem de cevresel faktorler icermektedir. Genetik mekanizmalar, hicre disi
matriksin yapimi ve yikimindan sorumlu lizil oksidaz-benzeri (lysyl oxidase-like; LOXL) ve
Clusterin gibi dlizenleyici proteinlerin genlerindeki bozukluklara dayaniyor olabilir (Sein vd.,
2013).

LOXL enzimleri kolajen ile elastini capraz baglayarak elastik liflerin olusumu, stabilizasyonu,
yeniden modellenmesi ve dokularin esnekliklerinin yasa bagl olarak azalmasinin énlenmesi
gibi énemli fonkisyonlardan sorumlu bir ailedir. Bu ailenin bir Uyesi olan LOXL1 enzimini
kodlayan gendeki polimorfizmler izlandalilar, isvegliler (Thorleifsson vd., 2007), Amerikali
beyazlar (Challa vd., 2008), Amerika ve Avrupalilar (Aragon-Martin vd., 2008; Yang vd., 2008),
Hintliler (Ramprasad vd., 2008), Avustralyalilar (Hewitt vd., 2008), Aimanlar, italyanlar (Pasutto
vd., 2008), Japonlar (Hayashi vd., 2008; Ozaki vd., 2008), Cinliler (Chen vd., 2009), Gliney
Afrikalilar (Williams vd., 2010) ve Tarkler (Kasim vd., 2013) gibi bircok farkli populasyonda
PES ve/veya PEG ile iligkili bulunmustur. Ancak, yukarida da deginildigi gibi glokom gelistirme
riski olan PES hastalarinin belirlenmesi son derece kritik bir 6neme sahiptir. Yakin zamanda
yayimlanan bir galismaya gére LOXL1 genetik polimorfizmleri bu ayrimi yapmakta basarisizdir
(Anastasopoulos vd., 2014).

PES’in ortaya cikmasina yol agcan diger faktorler arasinda ultraviyole 1sida maruziyet,
beslenme, bulasici ajanlar, travma ve inflamasyon bulunmaktadir (Schlétzer-Schrehardt,
2012). interldkin-6 gibi pro-fibrotik sitokinler, bllylime faktérleri, yikselmis hiicresel ve oksidatif
stres, matriks metalloproteinazlar ile metalloproteinazlarin doku inhibitdri arasindaki
dengedeki lokal degisiklik de bu patojenezde rol oynuyor gibi gérinmektedir (Gartaganis vd.,
2002; Schldtzer-Schrehardt ve Naumann, 2006; Gartaganis vd., 2007).
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Serbest radikal olugturan oksidanlar ile antioksidan koruma sistemi arasindaki fizyolojik denge
bozuldugunda ortaya g¢ikan oksidatif stresin, kardiyovaskuler hastalik (Hoeschen 1997),
diyabet (Kaneto vd., 2007), inme (Senes vd., 2007), hipertansiyon (de Champlain vd., 2004),
yasa bagli makula dejenerasyonu, katarakt (Beatty vd., 2000; Spector 1995; Augusteyn ve
Duncan 1981) gibi birgcok hastaligin patogenezinde rol oynadigini gosteren bulgular vardir.
Oksidatif stres pstdoeksfoliasyon sendromunun patofizyolojisinde de édnemli yer tutuyor gibi
durmaktadir. Oncelikle PES'in, ortak noktalari oksidatif stres olan anjina pektoris,
hipertansiyon (Mitchell vd., 1997), koroner arter hastalg: (Citirik vd., 2007) ve inme gibi
hastaliklarla iligkili bulunmasi, bu hastaligin patogenezinde oksidatif stresin rol aliyor
olabilecegini disindirmustir (Ritch ve Schldtzer-Schrehardt 2001).

Psodoeksfoliasyon sendromunun patogenezinde oksidatif stresin roli bir ka¢ calismada
incelenmistir (Koliakos vd., 2002; Yilmaz vd., 2005; Gartaganis vd., 2007; Koliakos vd., 2008;
Can Demirdégen vd., 2014; Dursun vd., 2015). PES hastalarinda gézin akéz himor
sivisindaki (Koliakos vd., 2002) ve serumdaki (Yilmaz vd., 2005) askorbik asit seviyesinin
kontrollerinkine gére dnemli derecede duslk oldugu gorulda. Ayrica PES hastalarinin serum
orneklerinde oksidatif hasarin bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) konsantrasyonu
kontrollerinkinden yuksekti (P=0.002) (Yilmaz vd., 2005). Daha sonra, Koliakos vd. (2008)
kontrollerle karsilastirildiginda PEG hastalarinin akéz himor ve serum &rneklerindeki
prooksidan-antioksidan dengesinin oksidanlar yonine dogru anlamli derecede kaymis
oldugunu belirledi. PES hastalari ile kontroller arasinda benzer bir farklilik, akdéz érneklerinde
bulunamasa da, serumda tespit edildi (Koliakos vd., 2008). PES hastalarinin lens epitel
dokusundaki glutatyon ve glutatyon disilfit seviyeleri kontrollerdeki ile karsilastiriidiginda
sirasiyla 2.2 kat ve 2.0 kat dusuk bulundu. Ayrica PES hastalarinin lens dokusundaki MDA
seviyelerinin de kontrollerinkinden 2.5 kat yuksek oldugu belirlendi (Gartaganis vd., 2007).
Ekibimiz tarafindan PES Uzerinde yapilan dnceki caligmamizda (Can Demirdégen vd., 2014)
serumda Olgulen total antioksidan statisi (TAS) PES ve PEG hastalarinda kontrollere gére
anlamli derecede disuk bulunmustu. Total oksidan stattsu (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI)
ve total tiol seviyeleri yonunden ise istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamigti. Yeni
yayimlanan bir calismada PES ve PEG hastalarinin akdéz himor ve serum total antioksidan
kapasiteleri (TAC) kontrollere gére anlamli derecede dislk, total oksidatif stres (TOS)
parametresi ise yuksek bulunmustur (Dursun vd., 2015). Tim bu bulgular ps6doeksfoliasyon
sendromunun patogenezinde antioksidan koruma sistemindeki bir bozuklugun yol a¢tigi duguk
antioksidan seviyesinin ve/veya ylksek oksidan seviyesinin roli olabilecegine isaret
etmektedir. Paraoksonaz 1 gunumuzde en Onemli antioksidan enzimlerden biri olarak

gorilmektedir ve sonraki bélimde bu enzim ayrintili bir sekilde anlatiimaktadir.
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2.5 Paraoksonaz 1 (PON1)

insan Paraoksonaz 1 enzimi (PON 1; EC 3.1.8.1) serumda yliksek dansiteli lipoproteine (HDL)
baglh olarak bulunan 43-45 kDa molekuler agirhga sahip, kalsiyuma bagmili bir
esteraz/laktonazdir. PON1, cogunlukla karacigerde 355 amino asitten olusan bir protein olarak
sentezlenir (Gan vd., 1991; Hasset vd., 1991). Karacijerden kana salgilanmasi sirasinda
amino ucundan sadece metiyonin amino asiti uzaklastirilir; amino ucunun geri kalani PON1’in
HDL’ye baglanmasi i¢in gereklidir (Sorenson vd., 1999). Kanda tamamen HDL’ye bagl olarak
bulunan PON1, insan kaninda litrede 50 mg kadar bulunur (Sorenson vd., 1999; Blatter vd.,
1993). En ylksek aktivitenin belirlendigi kan disinda karaciger, bobrek, bagirsak, beyin gibi
dokularda da PON1’e rastlanmistir. Bunlara ilaveten, gézde akéz hiumor sivisinda ve
gbzyasinda da bulunmaktadir. Akdz sivisinin proteomiks analizinden elde edilen sonuglara
gore bu sivida 676 tane protein bulunmaktadir. Bu proteinler arasinda PON1 de yer almaktadir
(Chowdhury vd., 2010). 2012 yilinda yapilan bir calismada gbzyas! proteomu incelenmis ve
saghkh bir insanin gozyasinda 1543 farkli proteinin bulundugu tespit edilmistir. Bu
proteinlerden biri de PON1’dir (Zhou vd., 2012).

PON1 ilk olarak parathion ve diazinon gibi organofosfatll pestisitlerin toksik okson
metabolitlerini metabolize etmesi ile taninmis; sonraki yillarda ise oksidatif strese bagl olarak
olusan lipit peroksitlerinin hidroliz reaksiyonunu katalizleyerek LDL ve HDL'yi oksidatif
degisimlere karsgi korumasiyla ilgi cekmistir (Mackness vd., 1993). PON7’in hidrolize ettigi
substratlar arasinda sarin, soman gibi sinir gazlari, aromatik esterler (6rnegin, fenil asetat) ve
halkasal karbonat yapisindaki ilaglar (6rnegin, prulifloksasin) da bulunmaktadir (Draganov ve
La Du, 2004; Tougou vd., 1998).

PON1 enzimiyle ilgili yapilan ilk galismalarda saglikh populasyonlarda insanlar arasinda serum
PON1’in paraoksonaz aktivitesinde (paraoksonu hidrolize etme aktivitesi) 10 ila 40 kat arasi
fark bulundugu goérulmastir (Zech ve Zurcher 1974; Playfer ve ark. 1976; Furlong ve ark.
1988). Toplumda serum paraoksonaz aktivitesi yoninden Kkisilerin, ylksek, orta ve dislk
aktivite gosterenler olmak Uzere ¢ grupta toplandigi ortaya ¢cikmistir (Eckerson vd., 1983a).
ilerleyen yillarda PON1 geninin kodlayan bdlgesinde iki tane polimorfizm tespit edilmistir.
Bunlar tek nikleotit polimorfizmleridir (single nucleotide polymorphism; SNP) ve bir
populasyonda DNA’daki tek bir bazin % 1’ den ylksek frekansla kalici olarak bir baskasiyla
yer degistirmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu aktivite polimorfizmi ile iligkili bulunan tek
nukleotit polimorfizmleri 192Q/R ve 55L/M SNP’leridir ve asagida detayh bir sekilde
anlatiimaktadir. PON1 enzimini kodlayan gen 9 ekson icermektedir ve 28 kb uzunlugundadir
(Clendenning vd., 1996). Bugin PON1 geninde 200 civari SNP oldugu bilinmektedir.
Bunlardan 7 tanesi transle ediimeyen 5’ bolgede, 5 tanesi eksonlarda, 171 tanesi intronlarin

icinde ve 15 tanesi de transle edilmeyen 3’ bdlgede tespit edilmistir (La Du, 2003).
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2.6 PON1 192Q/R Polimorfizmi (rs662)

Enzimin sentezlenmesi sirasinda 192. amino asit olarak glutamin (Q) yerine arjinin (R)
eklenmesine neden olur (Humbert vd., 1993). Bu durum PON1 genini kodlayan DNA'nin
spesifik bir noktasinda Adenin bazinin yerine Guanin bazinin kalici olarak yerlesmesi ile ortaya
¢ikmaktadir. DNA’sinda bu pozisyonda Adenin tasiyanlarda (yabanil tiplerde) mRNA’da
olugan kodon CAA’dir ve glutamin amino asitini kodlamaktadir (192Q aleli). Bu aleli homozigot
olarak tasiyan bireylerde sentezlenen PON1 proteini 192. amino asit olarak glutamin
tasimaktadir. DNA’sinda Adenin yerine Guanin geldiginde olusan kodon CGA'dir ve arjinin
kodlamaktadir (192R aleli). Bu aleli homozigot olarak tasiyan bireylerde sentezlenen PON1
proteini 192. amino asit olarak arjinin tagsimaktadir.

PON1 192Q icin allel frekansi dinyada Kuzey Avrupa kokenli beyazlar i¢in 0.75’ten bazi Asya
toplumlarinda 0.30’a kadar degismektedir (Brophy vd., 2002). Turkiye’de yapilan ¢alismalarda
192Q alleli igin frekans 0.69 (Aynacioglu vd., 1999) ve 0.676 (Can Demirdégen vd., 2009)
olarak tespit edilmistir.

Bu polimorfizm enzimin katalitik aktivitesini bazi substratlara karsi ciddi sekilde etkilemektedir
(Tablo 1; Deakin and James, 2004). Yapilan ilk ¢calismalarda 192R izoformunun paraoksonu
192Q izoformundan 6 kat daha hizli hidrolizledigi belirlenmistir. Diazokson, sarin, soman ve
fosfolipid hidroperoksitlerin hidrolizi ydéninden ise tam tersi bir durum gézlenmistir: 192Q
izoformu diazokson, sarin soman ve fosfolipid hidroperoksitleri 192R izoformundan daha iyi
hidrolizlemektedir (Davies vd, 1996; Mackness vd., 1997a; Mackness vd., 1997b). Klorprifos
okson ve fenil asetat gibi bir grup substrat igin ise PON1 192Q ve 192R izoformlarinin hidroliz
hizinin ayni oldugu gérulmastur (Davies vd., 1996). Bagka bir deyigle, her ne kadar 192Q
izoziminin paraoksonaz aktivitesi 192R’den diislk olsa da LDL’yi oksidasyona karsi koruma
kapasitesi 192R’den yuksektir (Mackness vd., 1998a). Ancak, enzim aktivitesi olcimleri
fizyolojik kosullarda, ortamda daha az NaCl kullanilarak yapildiginda, 192R ve 192Q
izoformlarinin diazoksonu ayni hizda hidrolize ettigi ve 192R izoformunun klorprifos okson
hidroliz hizinin 192Q izoformundan daha yuksek oldugu gérulmustdr (Li vd., 2000). PON1’in
paraoksonaz aktivitesi tuzlu ortamda olculdiginde 192Q ile 192R allozimleri ayirt edilebilir

hale gelmektedir.
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Tablo 1. PON1 192Q/R alellerinin substrat segiciligi

192R alloziminin aktivitesi su substratlara kargi daha yiiksektir: Paraokson
Metilparaokson
Fenitrokson
Klortion okson
EPN okson
Armin

Her iki allozim su substratlara karsi benzer aktivite gosterir: Fenil asetat
Klorprifos okson
2-Naftil asetat

192Q alloziminin aktivitesi su substratlara kargi daha yuksektir: Diazokson
Sarin
Soman
Fosfolipid hidroperoksitleri

Mackness vd., 1998b’den alinmigtir.

2.7 PON1 55L/M Polimorfizmi (rs854560)

PON1 geninin kodlayan bélgesinde tespit edilmis olan diger polimorfizm (55L/M) ise enzimin
55. amino asitinde 16sinden (L) metiyonine (M) degisime yol acar (Humbert vd., 1993). Enzimin
55. pozisyonunda metiyonin tasiyan bireylerin (55M), 55L izoformunu tasiyanlardan daha
dusuk PON1 aktivitesine sahip olduklari gézlenmistir. Ancak bu polimorfizmin enzimin katalitik
aktivitesini direk etkilemedigi, plazmada bulunan enzim seviyesi ve proteinin stabilitesi ile iligkili
oldugu igin aktiviteyi dolayli olarak etkiledigi ortaya ¢ikmigtir (Blatter Garin vd., 1997). Bu
durum kismen, 55L/M boélgesi ile promotor bdlgesinde -107. pozisyondaki polimorfizm
arasinda linkage disequilibrium bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Brophy vd., 2002). 55L
alloziminin stabilitesinin daha yuksek olmasina katki yapan diger unsurun ise 55. pozisyondaki
I6sin amino asitinin proteinin dogru katlanmasina katki yapmasindan kaynaklandidi 6ne
surtlmagtar (Harel vd., 2004). PON1 55L icin allel frekanslari 0.57°den (beyazlar), 0.99'a (Oji-
Cree populasyonu) kadar degismektedir (Brophy vd., 2002). Turk populasyonunda bu frekans
0.72 (Aynacioglu vd., 1999) ve 0.619 olarak tespit edilmigtir (Can Demirdégen vd., 2009).

2.8 PON1 -107T/C Polimorfizmi (rs705379)

PON1 geninin promotor bolgesinde de ¢ok sayida genetik farkliliklar belirlenmistir (Brophy vd.,
2001a). Promotor bdlge polimorfizmlerinden -107T/C, PON1 ifade seviyesindeki farkliliklarin
%22,4’Unden sorumlu olmasi nedeniyle, en énemlisidir. -107T alelini tagiyan bireylerin serum
PON1 seviyeleri diistktir (Brophy vd., 2001b). PON1 -107T igin allel frekanslari isvigrelilerde
0.56 (James vd., 2000a), Japonlarda 0.52 (Suehiro vd., 2000), italyanlarda 0.59 (Campo vd.,
2004) ve Turklerde 0.595 (Can Demirddgen vd., 2009) olarak bulunmustur.

Ozetle, eksonlarda yer alan anlamli SNP’ler PON1 enziminin aktivitesini etkileyerek kalitesini
degistirirken, promotdr bdlgede yer alanlar ise proteinin transkripsiyon seviyesini etkileyerek

kantitesini deg@istirmektedir. Dolayisi ile insanlar arasinda PON1 aktivitelerinde gorulen buyuk
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farkliliklarin iki temel kaynagi vardir: (1) enzim aktivitesini etkileyen kodlayan bdlge
polimorfizmleri (192Q/R ve 55 L/M) (2) enzimin ifade edilme seviyesini belirleyen promotor
bolge polimorfizmleri (-107T/C).

Ancak bunlarin yani sira fizyolojik durumlar, diyet, yasam tarzi ile ilgili bazi faktorler de PON1
aktivitesini etkilemektedir. Ornegin sigara (James vd., 2000b), alkol (Debord vd., 1998), yagli
yiyecekler (Shih vd., 1996) aktiviteyi disurtrken, nar suyu (Aviram vd., 2004), diyetle alinan
polifenoller (Aviram ve Rosenblat, 2005) ve zeytinyadi (Tomas vd., 2001) aktiviteyi
arttirmaktadir. PON1 aktivitesini 6lgmeye dayali ¢calismalarda bu faktérlerin hepsinin birden
kontrol edilmesi mimkin degildir. Bundan dolayi bir calismada PON1 aktivitesi disuk
Olculdugunde bunun nedeni kisiden kisiye degisebilir; hatta ayni kiside iki gin ara ile
Olclldugulnde bile farklilik gosterebilir ve dogrudan patogenez ile iliskilendiriimesi dogru olmaz.
Ote yandan PON1 genetik polimorfizmleri diyet, yasam kosullari gibi faktorler tarafindan
etkilenmeyen parametrelerdir.

Bu nedenle kontrolll, tek kér randomize olarak planlanan bu calismada PON1 genetik
polimorfizmlerinin PES ve PEG ile iligkisinin incelenmesine karar verilmistir. PON1 genindeki
3 polimorfizmin (192Q/R, 55L/M ve -107T/C) PES ve/veya PEG tanisinda ve PEG yatkinhgi
olan PES hastalarinin erken teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyellerini
arastirmak amaglanmistir.

Yukarida bahsedilen, ekibimiz tarafindan PES, PEG ve oksidatif stres parametreleri ile ilgili
yaptigimiz calismada PON1 aktivitesi de, fenotipleri ortaya ¢ikaracak sekilde, belirlenmigti
(Can Demirdégen vd. 2014). O calismada kullandigimiz hasta ve kontrollere ait tam kan
ornekleri -80°C’de halen saklanmaktadir. Onerilen bu projede, Can Demirdégen vd. 2014
¢alismasindaki érneklem biraz genisletilerek PON1 genetik polimorfizmleri ile PES ve PEG
iliskisi incelenecektir. Elde edilecek genotip dagilimlarinin, Can Demirdégen vd. 2014

¢alismamizda yayimlanan fenotip sonugclari ile iligkisi de degerlendirilecektir.

2.9 PON1 ve Psodoeksfoliasyon Sendromu

Patogenezinde oksidatif stresin rolu oldugu dislnulen diyabet, koroner arter hastaligi,
serebrovaskdler hastalik, iskemik inme gibi birgok hastalikta PON1’in roli oldugunu gdsteren
bulgular vardir (Mackness vd., 1998c; McElveen vd., 1986; Jarvik vd., 2000, Can Demirdégen
vd., 2008). Literatirde psddoeksfoliasyon sendromunda paraoksonaz enziminin rolUnu
arastiran kisith sayida galismalar da yer almaktadir. Serumda yapilmis olan bir galismada
psodoeksfoliasyon hastalarinda (n=43) paraoksonaz, ksantin oksidaz ve adenozin deaminaz
aktiviteleri dlgulmas, hastalarin paraoksonaz aktivitesi dusuk, adenosin deaminaz ve ksantin

oksidaz aktivitesi yuksek bulunmustur. Bu durum yazarlar tarafindan oksidatif stresin
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yukseldigi, purin metabolizmasinin ise degisiklige ugradigi seklinde yorumlanmigtir (Yagci vd.,
2009).

Ekibimiz tarafindan yapilan ¢alismada (Can Demirddden vd., 2014) serumda dlgilen bazal
PON1 aktivitesi yonunden PEG hastalari ile kontroller arasinda fark yoktu; PES hastalarinda
kontrollere gore anlamli derecede yuksekti (p= 0.046). Tuzla uyarimig PON1 aktivitesi ve
arilesteraz aktivitesi yoniinden ise hasta ve kontroller arasinda ciddi bir fark tespit edilmedi.
Daha sonra uyarilmig PON1 aktivitesi ile arilesteraz aktivitesinin oranindan faydalanilarak
fenotipler belirlendi. PON1 fenotiplerinin belirlenmesinin temeli paraoksonaz enzimi ile yapilan
ilk calismalarda atiimisti. PON1 ile yapilan ilk ¢alismalar toplumda plazma paraoksonaz
aktivitesinin polimorfik dagildigini ve insanlarin iki veya lg farkh fenotip grubuna ayrildiklarini
gOstermisti (Zech ve Zurcher 1974; Playfer ve ark. 1976; Furlong ve ark. 1988; Eckerson vd.,
1983a). Tek substratla yapilan calismalarin, bu (¢ fenotipi ve c¢esitli hastaliklar ile bu enzim
arasindaki iliskiyi ortaya koymakta yetersiz olacagi vurgulanmisti (Brophy vd., 2002). Bu
nedenle Eckerson vd. (1983b) tarafindan PON7’in aktivite fenotiplerini ortaya ¢ikarmak lzere
2 substrath bir ydontem 6nerildi. Bu yontemle 3 fenotip AA (dlslk aktivite), AB (orta aktivite) ve
BB (ylksek aktivite) ortaya cikarilabilmektedir. Yukarida da deginildigi gibi PON1’in bu 3
fenotipinin temelinde yatan en dnemli polimorfizm 192Q/R polimorfizmidir. 192Q ve 192R
allozimlerinin substratlara kars ilgi seviyesi farklilik gostermektedir. Ornegin 192R alloziminin
paraokson susbtratini hidroliz hizi yiksek, diazokson ve fosfolipit hidroperoksitleri hidroliz hizi
ise dusUktir. Ote yandan 192Q alloziminde ise bu durum tersine dénmustiir; 192Q alloziminin
paraoksonaz aktivitesi distik ancak fosfolipit hidroperoksitleri hidroliz hizi ylksektir (Davies
vd., 1996; Mackness vd., 1997a; Mackness vd., 1997b). Dolayisi ile 192RR genotipine karsilik
gelen BB fenotipinin fosfolipit hidroperoksitleri hidroliz hizi ve buna bagh olarak da LDL ve
HDL'yi oksidatif degisimlere karsi koruma kapasitesi dusuktir (Mackness vd., 1998b).
Ekibimiz tarafindan yapilan ¢alismada (Can Demirdéden vd., 2014) fenotipler belirlendiginde,
PES hastalarinda (25%) BB fenotipine kontrollerde oldugundan (3.1%) daha fazla
rastlanmistir. BB fenotipi dislUk antioksidan koruma kapasitesine, ancak yuksek (tuzla
uyarilmig) paraokson hidroliz hizina sahip fenotiptir (Aviram vd., 1998). Bizim burada elde
ettigimiz fenotip sonuglan buylk oranda 192Q/R genotiplerinin bir yansimasi olarak kabul
edilebilir. Ancak yukarida da bahsedildigi gibi PON1 enzim aktivitesini etkileyen diger SNP’ler
de bulunmaktadir. Bu nedenle 6nerilen bu projede PON1 aktivitesini etkileyebilen PON1
genetik polimorfizmleri ile PES ve PEG arasindaki iligkinin incelenmesine karar verilmigtir.
Yukarida da deginildigi gibi yalnizca enzim aktivitesine bakarak bunu patoloji ile iliskilendirmek
dogru bir yaklagim olmayacaktir. Hasta ve kontrollerdeki PON1 fenotip dagilimlarinin (Can
Demirddégen vd., 2014) PON1 genindeki polimorfizmler ile iligkisi incelenerek hangisinin

hastalikla daha gugclu bir iligkisi oldugunun da degerlendiriimesi dnemlidir. Daha énce PON1
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genetik polimorfizmleri ile glokomlu ve/veya glokomsuz psddoeksfoliasyon arasindaki iligki hi¢
calisiimamistir.

Su ana dek psodoeksfoliasyon sendromunun olusumunda genetik faktdrlerin rolina arastiran
bircok calisma yapilmig, LOXL1 Uzerinde yogunlasmis olan ¢alismalarda Turkler de dahil
olmak Uzere (Kasim vd., 2013) bircok farkli popullasyonda PES ve LOXL1 genetik
polimorfizmleri arasinda birliktelik gosterilmistir (Thorleifsson vd., 2007; Challa vd., 2008;
Aragon-Martin vd., 2008; Yang vd., 2008; Ramprasad vd., 2008; Hewitt vd., 2008; Pasutto vd.,
2008; Hayashi vd., 2008; Ozaki vd., 2008; Chen vd., 2009; Williams vd., 2010). Ancak,
yukarida da deginildigi gibi glokom gelistirme riski olan PES hastalarinin belirlenmesi son
derece kritik bir 6neme sahiptir ve yakin zamanda yayimlanan bir ¢alismaya goére LOXL1
genetik polimorfizmleri bu ayrimi yapmakta basarisizdir (Anastasopoulos vd., 2014).

Onerilen bu calisma sayesinde bakilan PON1 polimorfizmlerinin dagilimi yéniinden PES ve
PEG hastalari arasinda fark bulunmasi bize PEG gelistirme riski olan PES hastalarini
tanimlama yonuinden yol gosterici olabilir; ileride yapilacak prospektif calismalar sayesinde bu

bulgu teyit edilebilir.

3. GEREG ve YONTEM

3.1 Géniilliilerden Kan Orneklerinin Toplanmasi

PES ve PEG tanisinin koyulmasi, Hasta ve kontrollerin ¢calisma hakkinda bilgilendirilmesi, Hasta
ve kontrollerden kan, gézyasi ve akéz 6rneklerinin alinmasi, Hasta ve kontrollerin demografik
bilgilerinin kaydedilmesi

Bu calisma kapsaminda bugiine kadar Saglik Bilimleri Universitesi, Gllhane Egitim ve
Arastirma Hastanesi (eski adiyla Gulhane Askeri Tip Akademisi) G6z Hastaliklar Servisi'nce
150 PES hastasi, 150 PEG hastasi ve 150 kontrol bireyin tam kan érnekleri toplanmis ve TOBB
Ekonomi ve Teknoloji Universitesi, Teknoloji Merkezi Biyomedikal Miihendisligi Bélim{’ndeki
202 no’lu laboratuvarimiza getirilmistir. Bu grubun demografik bilgileri agagidaki Tablo 2’de
verilmektedir. Bilindigi gibi PES ve PEG yasa bagl olarak artig gosteren hastaliklardir. Bu
durum bizim galisma populasyonumuzda da kendini gostermektedir. Yas ortalamasi PES
hastalarinda 71.47+8.18, PEG hastalarinda 75.95+8.80 ve kontrollerde 71.86+9.31 olarak
belirlenmigtir (P=0.000). Cinsiyet dagilimina bakildiginda PEG hastalarinda erkeklerin
kadinlara orani biraz daha yuksek goérinmektedir, ancak PES ve kontrol grubundaki dagilim

ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (P=0.409).
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Tablo 2. PES hastasi, PEG hastasi ve kontrol bireylerin demografik bilgileri

PES hastasi PEG hastasi Kontrol P
(n=150) (n=150) (n=150)
Yas 71.47+8.18 75.78 +8.80 71.8849.28 0.000
Cinsiyet
erkek/kadin 77173 87/63 77173 0.409
erkek % 51.3 58.0 51.3

Kan ornekleri antikoagulan (EDTA) iceren tiplere toplanmistir ve -20°C buzdolabinda
bekletilmistir. Laboratuvarimiza getirildikten sonra ise islem vyapilana kadar -86°C
buzdolabinda depolanmigtir. Toplanan tam kan o6rneklerinin timuinde DNA izolasyonu ile
PON1 geninde calisiimasi éngériilmiis tim SNP’lerin ¢alismalari tamamlanmistir (is paketi 3
ve 4).

3.2 Cihaz, Sarf Malzemesi ve Kimyasallarin Satin Alinmasi
Alinmasi planlanmis olan cihazlardan mini jel elektroforez cihazi ve kuru blok isitici temin
edilmistir. Sarf malzemelerin temini ise proje boyunca devam etmis olup gerekli kimyasallar

alinarak deneylerde kullaniimistir.

3.3 DNA izolasyonu ve DNA’nin Kalitatif ve Kantitatif Analizleri

Antikoagulan (EDTA) iceren tuplere alinan tam kan 6rnekleri TOBB Ekonomi ve Teknoloji
Universitesi, Teknoloji Merkezi Biyomedikal Bolimi’ndeki 202 no’lu laboratuvarimiza
getirilerek DNA izolasyonlari, Lahiri ve Schnabel (1993) tarafindan tarif edilen DNA izolasyonu
metodunun laboratuvarimizda daha énce modifiye edilmis hali kullanilarak yapilmistir. Bu
yontem ile DNA izolasyonu igin 750 pL tam kan ile KCI, EDTA ve MgCI2 iceren pH 7.6 da
tamponlanmis Tris-HCI solusyonu (TKM) karigtirilip ve Triton X-100 eklendikten sonra tipler
hafif hareketlerle ¢alkalanarak hucrelerin pargalanmasi saglandi. Tupler oda sicakliginda
santrifijlendikten sonra supernatant atildi, pellet iki kez daha TKM solusyonu ile yikanip, TKM
icinde ¢6zuldl. Sodium dodecyl sulfate (SDS) eklendikten sonra 58°C’de 10 dakika inklbe
edilip, soguk ve doymus NaCl ¢ozeltisi ile ekstraksiyonu yapildi; bdylece proteinler organik
fazda ayrilirken genomik DNA da sivi fazda toplandi. Tlpler santrifiijlenerek proteinlerin pellete
¢okmesi saglanip, pellet atildi. Sivi fazdaki DNA %100’ltk saf soguk alkol ile ¢dktlrildi ve pH
8.0’de tamponlanmig Tris-EDTA solisyonunda ¢6zillp, saklandi.

DNA izole edildikten sonra, kalitatif ve kantitatif analizleri yapildi. Kantitatif analiz icin izole
edilmis olan DNA'nin 260 nm’deki abzorbansi Hitachi U-5100 spektrofotometre ile (Hitachi
High-Technologies Corporation, Japan) dl¢ildi. DNA konsantrasyonu su formul kullanilarak

hesaplandi:
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Konsantrasyon (ug/mL) = Abzorbans 260nm x 50 (ug/mL) x Seyreltme Faktoru

izole edilen genomik DNA'nin saflik ve bitiinlik agisindan kalitatif analizi igin iki yontem
kullanildi. Saf olup olmadigini anlamak igin dncelikle izole edilmis DNA 6rneginin 280 nm’deki
abzorbansi dl¢tldd. Daha 6nce kantitatif analiz igin 260 nm’de él¢llen abzorbansi, 280 nm’deki
abzorbansina bolinduginde (A260/A280) elde edilen deger 1,8 ise DNA'nin saf oldugu
dusunuldid. A260/A280 orani 1,8'den yuksekse RNA kontaminasyonu, dislkse protein
kontaminasyonu oldugu dusindldi. DNA’nin batlnliga ise agaroz jel elektroforezi ile bir
kereye mahsus olmak Uzere incelendi. Etidyum bromdar iceren %0,5 agaroz jeli, yatay agaroz
jel elektroforez unitesinde hazirlandi, 5 yL DNA 6rnegi bromofenol mavisi iceren yikleme
tamponu ile karistirilip, jelin deliklerine yluklendi. Tankin kapag! kapatilip jel 90 Voltta 50 dk.
yuratalda. Jel UV 111 altinda Vilber Lourmat Gel Imaging System kullanilarak goérintilendi ve
Vision-Capture (Version 16.09) bilgisayar yazihmi yardimi ile fotografi ¢cekildi (Sekil 2). Agaroz
jelde saf DNA 6rneklerinin tek bir bant olarak gortiindigt, RNA ile kontamine olmus 6rneklerin
ise iki bant verdigi bilinmektedir. Yayilmis, bulanik gériinen bir bant ise DNA’nin kirildigini

gosterir.

Sekil 2. izole edilmis genomik DNA'larin agaroz jel elektroforezi gorintiisii
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3.4 PES, PEG ve Kontrollerin PON1 Genotiplerinin Belirlenmesi

3.4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PON1 genindeki 192Q/R, 55L/M, -107T/C polimorfizmlerinin genotiplemesi klasik PCR-RFLP
yontemi ile belirlenmistir. Her bir PES hastasi, PEG hastasi ve kontrolden elde edilen genomik
DNA kullanilarak ayri bir PCR karigsimi hazirlanmistir. Reaksiyon ortami kalip DNA, dNTPler,
MgCl,, Tag DNA polimeraz, uygun tampon ¢ozeltisi, steril ultra saf su ve ¢ogaltilacak bdlge
icin 6zel primerleri icermektedir. Bu c¢alisma kapsaminda, bugline kadar optimizasyon
calismalari basari ile tamamlanan 192Q/R, 55L/M, -107T/C tek nikleotit polimorfizmlerinin
belirlenmesi icin kullanilan primerlerin sekansi, PCR sirasinda primerlerin kalip DNA’ya
yapismasi i¢in uygulanan sicaklik (Ty), PCR urinini kirmak icin kullanilan restriksiyon

endonukleaz enzimi ve kirilma Urdnlerinin uzunlugu Tablo 3’te verilmektedir.

PCR reaksiyonu igin laboratuvarimizda bulunan Eppendorf Mastercycler (Hamburg, Germany)
kullanilmistir. ik etapta, primer dizilerinin verildigi kaynak makalelerde verilen amplifikasyon
kosullarindan baslanarak, bu programdaki basamaklarin sureleri ve uygulanacak sicaklik gibi
parametrelerde degisiklik yapilarak en dizgin PCR bantini veren en uygun amplifikasyon

programlari belirlenmigtir.

Tablo 3. PON1 genetik polimorfizmlerinin belirlenmesi; primerlerin sekansi, PCR sirasinda primerlerin
kalip DNA’ya yapismasi i¢in uygulanan sicaklik (Tm), PCR Grininu kirmak icin kullanilan restriksiyon
endonikleaz enzimi ve kirilma Urdnlerinin beklenen uzunlugu

SNP Primer sekansi Tm PCR iiriin RE Kirilma
(°C) | uzunlugu driinlerinin
(baz cifti; uzunlugu
be) (bg)
192 Q/R 5" TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGAG 3 238 bg Alw | 172 + 66
5' CCT GAG AAT CTG AGT AAATCC ACT 3'
55 L/IM 5' CCT GCA ATA ATATGA AAC AAC CTG & 172 bg Nla Il 106 + 66

5' TGA AAG ACT TAAACT GCCAGT C 3’

-107 T/C 5 AGC TAG CTG CGG ACC CGG CGG GGA 67 240 bg BsrB | 212 + 28
GGAGYJ

5 GGC TGC AGC CCT CAC CACAACCC ¥

PCR sonucunda elde edilen DNA'lar agaroz jel elektroforez yontemi ile incelenmistir. Bu
amacla, elde edilmesi planlanan PCR bantinin buyudkligunin goérulmesini saglayacak
yogdunlukta bir agaroz jel (% 2) hazirlanmigtir. PCR Grtnlerinin dngorilen buyukligu Tablo 3'te

veriimektedir. PCR UrGninin 12 uL’si bromofenol mavisi igeren bir ylkleme tamponu ile
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karistirilarak jele yiklenmistir. Ayni zamanda 50-1000 b¢ arasinda bantlar veren bir DNA
belirteci (50 bglik DNA ladder) de jele yiklenmis, béylece elde edilen bantin blyUkligi tahmin
edilebilmigtir. Tablo 3’te verilen uzunlukta tek bir bant elde edildiginde PCR basarili olmus
saylilip, bir sonraki asamaya, PCR urininin restriksiyon enzimiyle kirilmasi asamasina

gecilmigtir.

3.4.1.1 PON1 192 Q/R Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
192 Q/R tek nikleotit polimorfizmini iceren bdlgeyi ¢cogaltmak icin kullanilan primerlerin

baglandigi nikleotitler ve restriksiyon enziminin tanidigi nikleotitler Sekil 3'te gdsterilmigtir.

CTTACAATCC
20167730 TCRATGHTAT TCTTCCTCTG GCACCTCAC: RCTTTTATCE CACRRATCAT CRACT TTCRCCCCTA | CTTACAATCC [TCCCACATCT ATTTCCCTTT RCCCTCETCE TATCTTETCT
[F=T TN
LNDIUR‘.‘CDEHF\“C'I'N:-H\'FLBP'\'L@SHCH'|'LI:LF!I-I'=\"JL‘|

GA4327 UniST5:19
CDE: 19429 Ui STS: 155789
20167610 ACTATAGTCC AACTCARCTT COACTCOTCS CACARACGATT TCATTTTCCT ARTCCAATCR ACATTTCACC COATCCOARG TATCTCAACT CTCTCARATG 1ACTGGATTT ACTCAGATT

+ wFNA-pars
8 P S EV RVV AECF DFAR HCI1I WHI1I SP DCK
2016745 TORCCIGATA TCTTCCRATA TATTCTTTTT TTARCTAATA TCATRCATTT TRACATCTTA CCCTAGTCAC ATRARATTAC CARAAATCTA ARATCTCTTA ATTTTTCORCE GCCTORRATT

+ sf2g-para

Sekil 3. PON1 geninin 192 Q/R tek niikleotit polimorfizmini igeren bdlgesinin sekansi. ileri ve geri
primerlerin tanidigi bolgeler sar renkli kutucugun iginde, Alwl restriksiyon enziminin tanidigi ve kestigi
bolge mavi renkli kutucugun iginde ve polimorfik aminoasit de kirmizi halka ile belirtiimistir (Sekans
http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

Optimizasyon amaciyla farkli MgCl, ve primer konsantrasyonlari ile denemeler yapilmistir.
Ayrica primer baglanma sicakligi igin de 58-62°C arasindaki sicakliklar denenmis ve 60.5
°C’de en iyi sonuglar elde edilmigtir. Optimizasyon sonucunda, reaksiyon ortaminda Tablo
4’teki gibi bir igerigin kullaniimasinin ve Tablo 5’teki gibi bir déngl programi kullaniimasinin en
dizgln sonuglarin elde edilmesini sagladigi belirlenmistir. Ayrica Tablo 5teki déngu
programiyla ilgili de pek ¢cok deneme yapilmistir. Optimize kosullarda elde edilen PCR Grinu

Sekil 4'teki %2’lik agaroz jel elektroforez fotografinda 238 b¢'lik bir bant seklinde gorulmektedir.
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Tablo 4. 192 Q/R tek nukleotit polimorfizmini galismak igin kullanilan reaksiyon icerigi

igerik 1 tlip igin Stok 50 pL reaksiyon

eklenen konsantrasyonu karigsimindaki son
hacim konsantrasyon

Steril Apirojen H,O degisken

Amplifikasyon Tamponu 5uL 10X 1X

MgCl, 3L 25 mM 1.75 mM

dNTP Karigimi 1 UL 10 mM 200 uM

ileri Primer 2 L 10 pmol/puL 20 pmol (400 nM)

Geri Primer 2 L 10 pmol/puL 20 pmol (400 nM)

Kalip DNA degisken degisken 200 ng

Taq DNA Polimeraz 0.25 uL 5 U/uL 1.25U

Tablo 5. 192 Q/R tek niikleotit polimorfizmini gcalismak igin kullanilan amplifikasyon programi

ilk denatiirasyon 94°C 3 dk.

Denatisyon 95°C 30 sn.
Primer baglanmasi 60.5°C 20 sn.
Sentez 72°C 50 sn.
Son uzama 72°C 10 dk

17
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250 bp
200 bp
150 bp

100 bp

50 bp

Sekil 4. 192 Q/R tek nukleotit polimorfizmini iceren bolgenin optimize edilmis kosullarda elde edilen PCR
Urtininln agaroz jel elektroforez goérintusu

3.4.1.2 PON1 55 L/M Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

55 L/M tek nikleotit polimorfizmini igeren bdlgeyi c¢ogaltmak igin kullanilan primerlerin

baglandigi nikleotitler ve restriksiyon enziminin tanidigi niikleotitler Sekil 5’te gdsterilmigtir.

CTIG

20120710 CAATCAATTA TTCTCAACCT ATTRAARCARL M%QT % TCARCTCACE TCTCATRARC ARATCCATCC ACA CCTCCA ATAATATCAR ACAACCTCIA CTTTCTCTTC

* sRNA-para

2018039 TCTTTTCTCE CACARACTCS CTCTORACEC TTORACATAC TCCCTRATCE ACTCCCTTTC ATTACCTCTC TCACTETTTT CTTTCACTTT TCTCTETTCT AGAACCTTTY ENKCA'{?C-F.

r pary
E'GS[DT’-EILPNELRFISS
20180270 CACTTTRAACT CTTTCACTTA GCCTTTCTCT }iﬂéccmq CCRCTTTCAA ATARFATGAR CAGTCATGGT TTRARAAGACA AATTGTGTAT GCATTTACAC TTGTGCTATA ATTATGATCA

* wFNA-pard

Sekil 5. PON1 geninin 55 L/M tek niikleotit polimorfizmini igeren bolgesinin sekansi. ileri ve geri
primerlerin tanidigi bélgeler sari renkli kutucugun iginde, Nlalll restriksiyon enziminin tanidigi ve kestigi
bdlge mavi renkli kutucugun iginde ve polimorfik aminoasit de kirmizi halka ile belirtiimistir (Sekans
http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).

Optimizasyon amaciyla farkli MgCl, ve primer konsantrasyonlari ile denemeler yapilmistir.
Ayrica primer baglanma sicakhgi icin de 57-60°C arasindaki sicakliklar denenmis ve 59°C’de

en iyi sonuglar elde edilmigstir. Optimizasyon sonucunda, reaksiyon ortaminda Tablo 6’daki gibi
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bir icerigin kullaniimasinin ve Tablo 7’deki gibi bir dongu programi kullaniimasinin en duzgun
sonuglarin elde edilmesini sagladigi belirlenmistir. Ayrica Tablo 7’deki dongu programiyla ilgili
de pek ¢cok deneme yapilmistir. Optimize kosullarda elde edilen PCR Urand Sekil 6’daki %2’lik

agaroz jel elektroforez fotografinda 172 bg¢'lik bir bant seklinde gériimektedir.

Tablo 6. 55 L/M tek nikleotit polimorfizmini ¢alismak igin kullanilan reaksiyon igerigi

igerik 1 thp igin Stok 50 L reaksiyon

eklenen konsantrasyonu karigsimindaki son
hacim konsantrasyon

Steril Apirojen H,O degisken

Amplifikasyon Tamponu 5L 10X 1X

MgCl. 4 uL 25 mM 2.0mM

dNTP Karigimi 1uL 10 mM 200 uM

ileri Primer 1pL 10 pmol/puL 10 pmol (200 nM)

Geri Primer 1pL 10 pmol/puL 10 pmol (200 nM)

Kalip DNA degisken degisken 200 ng

Taq DNA Polimeraz 0.25 uL 5 U/uL 1.25U

Tablo 7. 55 L/M tek nukleotit polimorfizmini calismak i¢in kullanilan amplifikasyon programi

ilk denatiirasyon 94°C 3 dk.

Denatisyon 95°C 30 sn.

Primer baglanmasi 59°C 20 sn. 45 dongil
Sentez 72°C 50 sn.

Son uzama 72°C 10 dk
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Sekil 6. 55 L/M tek nikleotit polimorfizmini iceren bdlgenin optimize edilmis kosullarda elde edilen PCR

Urtininln agaroz jel elektroforez goérintusu

3.4.1.3 PON1 -107 T/C Tek Niikleotit Polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
-107 T/C tek nukleotit polimorfizmini iceren boélgeyi ¢ogdaltmak igin kullanilan primerlerin

baglandigi nikleotitler ve restriksiyon enziminin tanidigi nikleotitler Sekil 7’de gdsterilmigtir.

sockos
[ —

2RI T COCCARGECR CROCTTCTGT QORCCTELTC COOOCRCCTA COTOCLOACE CoodfOConG (oo GORGCE COOOMATCCS CoCTRODCOA CORCLOCTEC CoCTOORGOE AGCORCRGOC

—_—

[-—
D10 TOCTAGCCCE TOGOTGTCTG COOCOATCEA TOOCTTTLTC TATOCOCOAS CATOCOCAAS CTCATTECCE TOACDCTCTT COCCATOGEA CTGRCACTCT TOAGEAACCA CCACTCTTCT
* wEHR-D S

nAKE LIAM LT LL G8G LAL FENKH @ 5 §
IR TALCAGTARG TIRCGTTETE GTRAGGLCTE CARCC” TOGT CCTCCTCACT CCCTOCCAGE TODACGAGLL CLCACARAGT TCGETOCAGE CTUTTAACAG ARCATTTACA AGCAGCTOCT
— wRHA-par S

L

Sekil 7. PON1 geninin -107 T/C tek niikleotit polimorfizmini iceren bélgesinin sekansi. ileri ve geri
primerlerin tanidigi bolgeler sari renkli kutucugun iginde, BsrBl restriksiyon enziminin tanidigi ve kestigi
bdlge mavi renkli kutucudun icinde ve polimorfik nikleotit de kirmizi ok ile belirtilmistir (Sekans
http://www.ncbi.nlm.nih.gov kaynagindan alinmistir).
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Optimizasyon amaciyla farkli MgCl, ve primer konsantrasyonlari ile denemeler yapiimistir.
Ayrica reaksiyon ortami DMSO’lu ve DMSQO’suz olarak hazirlanarak hangisinde en iyi sonucu
verdigine bakiimigs ve DMSO kullanimina karar verilmistir. Bunlar disinda primer baglanma
sicakhgi icin de 60-69°C arasindaki sicakliklar denenmis ve 67°C’de en iyi sonuglar elde
edilmistir. Optimizasyonlar sonucunda reaksiyon ortaminda Tablo 8’deki gibi bir igerigin
kullaniimasinin ve Tablo 9'daki gibi bir dongu programi kullaniimasinin en dizgun sonuglarin
elde edilmesini sagladidi belirlenmistir. Optimize kosullarda elde edilen PCR Grind Sekil 8’deki

%Z2’lik agaroz jel elektroforez fotografinda 240 b¢’lik bir bant seklinde goérilmektedir.

Tablo 8. -107 T/C tek nikleotit polimorfizmini calismak icin kullanilan reaksiyon igerigi

igerik 1 tiip igin Stok 50 L reaksiyon

eklenen konsantrasyonu karisimindaki son
hacim konsantrasyon

Steril Apirojen H,O degisken

Amplifikasyon Tamponu 5L 10X 1X

MgCl. 5uL 25 mM 2.0mM

dNTP Karigimi 1L 10 mM 200 uM

DMSO 25uL %100 %5

ileri Primer 1.25 yL 10 pmol/uL 12.5 pmol (350 nM)

Geri Primer 1.25 yL 10 pmol/uL 12.5 pmol (350 nM)

Kalip DNA degisken degisken 200 ng

Taq DNA Polimeraz 0.25 uL 5 U/uL 1.25U

Tablo 9. -107 T/C tek nukleotit polimorfizmini ¢alismak igin kullanilan amplifikasyon programi

ilk denatiirasyon 94°C 3 dk.

Denatusyon 95°C 30 sn.

Primer baglanmasi 67°C 20 sn. 35 dongd
Sentez 72°C 50 sn.

Son uzama 72°C 10 dk
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Sekil 8. -107 T/C tek nukleotit polimorfizmini iceren bolgenin optimize edilmis kosullarda elde edilen
PCR Urininin agaroz jel elektroforez goriintis

3.4.2 PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle Kiriimasi

Bireylerin genatiplerini belilemek amaciyla, PCR sonucunda elde edilen DNA’lar Tablo 3'te
verilen spesifik restriksiyon endonikleaz enzimi ile birlikte inkibe edilmistir. Kullanilan
restriksiyon enziminin miktari, inkiibasyonun suresi ve sicakhdi gibi kriterler optimize edilmisgtir.
Restriksiyon suresi sonunda érnekler %2.5’lik agaroz jelinde analiz edilmigtir.

Asagida PON1 genindeki tek nukleotit polimorfizmlerinin belirlenmesi igin yapilan restriksiyon
endonukleaz enzim kesim islemleri daha detayli anlatiimaktadir.

3.4.2.1 PON1 192 Q/R Bélgesine Ait PCR Uriiniiniin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimiyle
Kirilmasi

192 Q/R genotipleri, Alwl restriksiyon endonukleaz enzimiyle muamele edilip, kesim Grlnlerinin
agaroz jel elektroforezi sonucunda gézlenen bantlarin buytkligine goére belirlenmigstir. Alwl

enziminin tanima bolgesi asagidaki gibidir:

5. .GGATC(N)T...3
3. .CCTAG(N), .. &
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192 Q/R genetik polimorfizminin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak $Sekil 9'da
aciklanmigtir. 192 Q/R genetik polimorfizmini belirlemek icin Gretilen PCR Urininde bu bolge
varsa, PCR drint Alwl ile bekletildiginde 238 b¢’lik PCR Grdnindn 172 bg ve 66 b¢'lik iki
parcaya ayrilmasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde yudrutilmids olan restriksiyon
endonikleaz enzimiyle muamele edilmis PCR Urind, 172 bg ve 66 bg boyutlarinda iki ayri bant
seklinde gérunmekte ise bu durumda bu PCR uranunun elde edildigi DNA 6rneginin alindigi

bireyin 192 Q/R genotipinin RR (polimorfik homozigot genotip) olduguna karar verilmigtir.

1920 allele 192R allele

5 _+CT TACAATCC 5 TTACGATCC

3 e G A ATGTTAGG

CAATCCTAGE
Incubation - Incubation ~
{ | m—CT TACAATCC N 4 CTTACGATCC
? S CAATCTTACC . 5
3 CAATGCTAGG 172 bp fragment
233-bp undigested PCR. product 66-bp fragment B b
238bp—

172bp—

8bp —

19200 192QR 192RE

Sekil 9. 192 Q/R tek nikleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik agaroz jel
elektroforez gorintisu

PCR druninde Alwl enziminin tanidigi nukleotit dizisi bulunmadigi takdirde, 238 b¢’lik PCR
urint kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yuklenmis (Alwl
restriksiyon enzimiyle muamele edilmemis) 238 b¢ boyutundaki PCR 6rnegdiyle ayni buyuklikte
bir bant olarak gériinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin QQ (yabanil homozigot
genotip) olduguna karar verilmistir. Heterozigot (QR) olan bireylerden elde edilmis olan
genomik DNA’dan elde edilen PCR o6rneklerinden bazilarinda Alwl enziminin kesim bdlgesi
varken, bazilarinda ise kesim yeri bulunmamaktadir. Bu yuzden Alwl enzimiyle muamele
edilmis PCR Urunu jele yuklendiginde 238 bg, 172 bg ve 66 bg boyutlarinda U¢ bant elde
edilmistir. Bu enzimin inkubasyon suresi 1-16 saat arasi olarak onerilmektedir. Yaptigimiz
optimizasyon calismalari sonunda PCR Urlnlerinin Alwl restriksiyon endonukleaz enzimiyle
kesilmesinde en iyi sonuglarin PCR Grtindnun Alwl enzimiyle 17 saat boyunca 55°C’de inkibe
edilmesi ile elde edildigi belirlenmistir. Ayrica 10 pl PCR Grintnin tam olarak kesilmesi igin
gereken Alwl enzim miktari da optimize edilmig ve 2 Unite enzimin en iyi sonucu verdigi

go6rilmustir. Sekil 10°’da laboratuvarimizda optimize edilen kosullarda PCR drtnlerinin AlwI
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restriksiyon endonilkleaz enzimiyle kesilmesi sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntusu ornegi ve karar verilen genotipler verilmektedir

250 bp ' el 238 bp
200 bp

150 bp

100 bp
66 bp

50 bp

QR QQ RR RR QR  OR

Sekil 10. 192 Q/R tek nukleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kesim sonuglarinin agaroz jel
elektroforez gorintisi

3.4.2.2 PON1 55 L/M Bélgesine Ait PCR Uriiniiniin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimiyle
Kirilmasi

55 L/M genatipleri, Nlalll restriksiyon endonlkleaz enzimiyle muamele edilip, kesim trlnlerinin
agaroz jel elektroforezi sonucunda gézlenen bantlarin buyikltigine gore belirlenmistir. Nlalll

enziminin tanima bdlgesi asagidaki gibidir:

5 .. CATG... 3
3. GTAC...5

55 L/M genetik polimorfizminin genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak Sekil 11°de
aciklanmistir. 55 L/M genetik polimorfizmini belirlemek igin tretilen PCR Grininde bu bdlge
varsa, PCR urini Nlalll ile bekletildiginde 172 bg’lik PCR urGnidniun 106 bg ve 66 bg'lik iki

pargcaya ayrilmasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde yulritilmis olan restriksiyon

endonikleaz enzimiyle muamele edilmis PCR Urind, 106 b¢ ve 66 bg boyutlarinda iki ayri bant
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seklinde gérunmekte ise bu durumda bu PCR uranunun elde edildigi DNA 6rneginin alindigi

bireyin 55 L/M genotipinin MM (polimorfik homozigot genotip) olduguna karar verilmistir.

23l allele 55M allele
o
3 e pd ) CATG
- GAAC : - GTAC
i Incubation NIl Irl_r.“ubation
l with Nlalll with Nlalll
5" CTTG 3 CATG
GAAC 5 . L :
172-bp undigested PCR. product =—=GTAC 106-bp fragment
66-bp fragment

172bp
108%p
fstp

55LL 55LM 55MM

Sekil 11. 55 L/M tek nikleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik agaroz jel elektroforez
goruntisu

PCR Urdndnde Nlalll enziminin tanidigi nakleotit dizisi bulunmadigi takdirde, 172 b¢'lik PCR
urint kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yuUklenmis (Nlalll
restriksiyon enzimiyle muamele edilmemis) 172 b¢ boyutundaki PCR 6rnegiyle ayni buyuklukte
bir bant olarak goérinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin LL (yabanil homozigot
genotip) olduguna karar verilmigtir. Heterozigot (LM) olan bireylerden elde edilmis olan
genomik DNA'dan elde edilen PCR drneklerinden bazilarinda Nlalll enziminin kesim bdlgesi
varken, bazilarinda ise kesim yeri bulunmamaktadir. Bu ytzden Nlalll enzimiyle muamele
edilmis PCR drunu jele yuklendiginde 172 bg, 106 bg ve 66 bg¢ boyutlarinda ¢ bant elde
edilmistir. Bu enzimin inklbasyon slresi 1-16 saat arasi olarak dnerilmektedir. Yaptigimiz
optimizasyon calismalari sonunda PCR Urtnlerinin Nlalll restriksiyon endonulkleaz enzimiyle
kesilmesinde en iyi sonuglarin PCR udranunin Nlalll enzimiyle 17 saat boyunca 37 °C’de
inkibe edilmesi ile elde edildigi belirlenmistir. Ayrica 10 yl PCR Grindntn tam olarak kesilmesi
icin gereken Nlalll enzim miktari da optimize edilmis ve 5 Unite enzimin en iyi sonucu verdigi
gOrulmustur. Sekil 12°’de laboratuvarimizda optimize edilen kosullarda PCR urUnlerinin Nlalll
restriksiyon endonukleaz enzimiyle kesilmesi sonucu elde edilen agaroz jel elektroforez

goruntusu Ornegi ve karar verilen genotipler veriimektedir
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Sekil 12. 55 L/M tek nikleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kesim sonuglarinin agaroz jel
elektroforez gorintisu

3.4.2.3 PON1 -107 T/C Bélgesine Ait PCR Uriiniiniin Restriksiyon Endoniikleaz
Enzimiyle Kirilmasi

-107 T/C genotipleri, BsrBl restriksiyon endonlkleaz enzimiyle muamele edilip, kesim
urtnlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gdzlenen bantlarin blyUkligine goére

belirlenmigtir. BsrBl enziminin tanima bolgesi asagidaki gibidir:

5...CCGCTC... 3

3. .GGCGAG...5
-107 T/C genetik polimorfizminin genotiplerinin belilenmesi gsematik olarak $ekil 13’te
aciklanmigtir. -107 T/C genetik polimorfizmini belirlemek icin tretilen PCR drtininde bu bdlge
varsa, PCR Urinu BsrBlI ile bekletildiginde 240 b¢’lik PCR driininin 212 bg ve 28 bg¢'lik iki
parcaya ayrilmasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde yuritilmids olan restriksiyon
endonikleaz enzimiyle muamele edilmis PCR Grind, 212 bg ve 28 bg boyutlarinda iki ayri bant
seklinde goérunmekte ise bu durumda bu PCR urGnunun elde edildigi DNA 6rneginin alindigi

bireyin -107 T/C genotipinin CC (polimorfik homozigot genotip) olduguna karar verilmistir.
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—107T allele —107C allele
' m—CGAGTGG ¥ 5 GAGCGG 3
3 CTCGCC ) 3 CTCGCC ’
Incubation Incubation
N
5 GAGTGG ¥ . GA_‘ECGG 5
CCCGCC 3 CTCGCC 212-bp fragment

240-bp undigested PCR. product
P unciges procu 28-bp fragment

240 bp—=
212 bp=
2Whbp =

—107TT —-107TC -107CC

Sekil 13. -107 T/C tek nikleotit polimorfizmine ait genotiplerin belirlenmesi; sematik agaroz jel
elektroforez gorintisi

PCR drininde BsrBI enziminin tanididi nukleotit dizisi bulunmadidi takdirde, 240 b¢’lik PCR
ariint kesilmeyip, agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yiklenmis (BsrBl
restriksiyon enzimiyle muamele edilmemis) 240 b¢ boyutundaki PCR 6rnegiyle ayni buylklikte
bir bant olarak gériinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin TT (yabanil homozigot
genotip) olduguna karar verilmigtir. Heterozigot (TC) olan bireylerden elde edilmis olan
genomik DNA’dan elde edilen PCR o6rneklerinden bazilarinda BsrBl enziminin kesim bdlgesi
varken, bazilarinda ise kesim yeri bulunmamaktadir. Bu yluzden BsrBl enzimiyle muamele
edilmis PCR urlUnu jele yiklendiginde 240 bg, 212 bg ve 28 bg boyutlarinda tg¢ bant elde
edilmistir. Bu enzim fast-digest bir enzimdir ve inkUbasyon slresi 15 dk. olarak dnerilmektedir.
Yaptigimiz optimizasyon ¢alismalari sonunda PCR drUnlerinin BsrBI restriksiyon endonlkleaz
enzimiyle kesilmesinde en iyi sonuglarin PCR rinlnin BsrBI enzimiyle 45 dakika boyunca
37°C’de inklbe edilmesi ile elde edildigi belirlenmigtir. Ayrica 10 yl PCR Urlninin tam olarak
kesilmesi igin gereken BsrBl enzim miktari da optimize edilmis ve 10 Unite enzimin en iyi
sonucu verdigi goértlmustir. Sekil 14’te laboratuvarimizda optimize edilen kosullarda PCR
aranlerinin BsrBI restriksiyon endonulkleaz enzimiyle kesilmesi sonucu elde edilen agaroz jel

elektroforez goérintisu 6rnedi ve karar verilen genotipler verilmektedir.
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200 bp
150 bp
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| 1 UL 1

100 bp

50 bp
28 bp

TC 11T CC TT TT TT TC

Sekil 14. -107 T/C tek nikleotit polimorfizminin restriksiyon enzim kesim sonuglarinin agaroz jel

elektroforez gorintisu

3.5 istatistik analizler

Sirekli degisken olarak yas parametresinin dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile incelenmis,
normal dagilmadigi icin bu parametrenin hasta ve kontroller arasinda kargilastiriimasinda
Kruskal-Wallis testi kullaniimistir. Kategorik degiskenler (cinsiyet, genotip ve alel frekanslari)
yuzde veya oran seklinde ifade edilmigtir. Hasta ve kontrol gruplarinda genetik polimorfizmlere
ait alellerin genotip dagihmlarinin Hardy-Weinberg dengesine uyup uymadigi %2 testi ile
incelenmistir. Hasta ve kontrollerin genotip ve alel frekanslarindaki farkliliklar da %2 testi ile
belirlenmigtir. Fenotipler ile genotipler arasindaki iliski Pearson korelasyonu ile analiz
edilmistir. Yas, cinsiyet, genotip parametrelerinin ve bunlarla birlikte, PON1, stPON1, ARE ve
fenotip parametrelerinin psdédoeksfoliasyon sendromu ve psddoeksfolisyon glokomu ile iligkili
olup olmadigini belirlemek icin lojistik regresyon analizi, Backward LR yéntemi ile, Hosmer-
Lemeshow kalibrasyonu ile birlikte, yapilmistir. P degeri 0.05’ten kig¢uk oldugunda bulgular
istatistiksel olarak anlamli sayiimistir. Bahsedilen bu istatistiksel analizler icin SPSS paket
programi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

Simdiye kadar Gulhane Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklari Anabilim Dalr’'nca
toplanip TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi, Teknoloji Merkezi Biyomedikal Miihendisligi
Bolimi’'ndeki 202 no’lu laboratuvarimizda DNA izolasyonu tamamlanan toplam 450 kan
orneginde, yukarida optimizasyon calismalarinin tamamlandigi bildirilen 3 polimorfizmin

genotipleme galismasi tamamlanmistir.

4.1 Genotip Sonuglar

4.1.1 PON1 192 Q/R Tek Niukleotit Polimorfizmi Genotip Sonuglari

192 Q/R polimorfizmi icin 150 PES hastasi, 150 PEG hastasi ve 150 kontrol bireyin genotip ve
alel frekanslari Tablo 10°’da verilmektedir. Polimorfik R alelinin frekansi PES hastalarinda
0.290, PEG hastalarinda 0.303, ve kontrollerde 0.250 olarak hesaplanmistir ve aralarinda
istatistiksel anlamli bir fark yoktur (PES-kontrol P=0.270, PEG-kontrol P=0.144). PES i¢in R
alelinin OR (Odds Ratio) degeri 1.225 (95% CI=0.854-1.758) iken PEG icin R alelinin OR
degeri 1.306 (95% CI=0.912-1.870) olarak hesaplanmistir. Gézlenen genotip frekanslarinin

Hardy-Weinberg dengesine uyumlu oldugu belirlenmistir.

Tablo 10. PES hastalari, PEG hastalari ve kontrol bireylerin 192 Q/R genotip ve alel frekanslari

PES Kontrol OR (95% PEG Kontrol

0,
(n=150)  (n=150) ch P (n=150)  (n=150) COR (9% Cl)
Genotip,
n(%)
1.6132 1.1192
QQ 77(513)  84(56.0) (46763 .840) 0.278  69(46.0)  84(56.0) (0.441.2.837) 0.813
1.207° 1.494b
R . .
Q 59(393)  57(380) (4 766.1.001) 0.418 71(47.3) 57(38.0) (0.948-2.355) 0.083
RR 14(9.4) 9(6.0) 10(6.7)  9(6.0)
Alel frekansi
1.225¢ 1.306°¢
Q 0.710 0.750 (0.854-1.758) 0.270 0.697 0.750 (0.912-1.870) 0.144
R 0.290 0.250 0.303 0.250

a.RR vs QR+QQ
b.RR+QR vs QQ
c.RvsQ

Polimorfik genotip RR frekansi PES hastalarinda %9.4, PEG hastalarinda %6.7 ve kontrollerde
%6.0 olarak gdzlenmigtir. Risk analizi icin RR genotipine sahip kisi sayisi, QR+QQ genotipi
tasiyanlar ile karsilastirildiginda OR degeri PES i¢in 1.613 (95% CI=0.676-3.849, P=0.278),
PEG icin 1.119 (95% CI=0.441-2.837, P=0.813) olarak hesaplanmistir. RR+QR genotiplerine
karsi QQ genotipleri dusunuldiginde ise PES igin OR= 1.207 (95% CI=0.766-1.901,
P=0.418), PEG igin OR=1.494 (95% CI=0.948-2.355, P=0.083) olarak bulunmustur. Bu
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sonuglara gore, R aleli tagiyan genotipe sahip olmak ile, tasimayan genotipe sahip olmak
arasinda PES veya PEG riski bakimindan anlaml bir fark yoktur.
Tablo 11’de PON1 192Q/R genotip ve alel frekanslari PES ve PEG hastalari arasinda

karsilastiriimis ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

Tablo 11. PEG ve PES hastalarinin 192 Q/R genotip ve alel frekanslar

PEG PES

(n=150) (n=150) OR (95% Cl) P
Genotip, n(%)
QQ 69(46.0) 77(51.3) 0.6942(0.298-1.616) 0.395
QR 71(47.3) 59(39.3) 1.238°(0.787-1.949) 0.355
RR 10 (6.7) 14 (9.4)
Alel frekansi
Q 0.697 0.710 1.066¢(0.751-1.513) 0.721
R 0.303 0.290

a. RR vs. QR+QQ
b. RR+QR vs. QQ
c.Rvs. Q

4.1.2 PONL1 55 L/M Tek Niikleotit Polimorfizmi Genotip Sonuglari

55 L/M polimorfizmi igin 148 PES hastasi, 150 PEG hastasi ve 150 kontrol bireyin genotip ve
alel frekanslari Tablo 12’de verilmektedir. Polimorfik M alelinin frekansi PES hastalarinda
0.338, PEG hastalarinda 0.353, kontrollerde 0.323 olarak hesaplanmistir ve aralarinda
istatistiksel anlamli bir fark yoktur (PES-kontrol P=0.707, PEG-kontrol P=0.437). PES igin M
alelinin OR (Odds Ratio) degeri 1.068 (95% CI=0.759-1.502) iken PEG i¢in M alelinin OR
degeri 1.143 (95% CI=0.815-1.604) olarak hesaplanmistir. Gézlenen genotip frekanslarinin

Hardy-Weinberg dengesine uyumlu oldugu belirlenmistir.

Tablo 12. PES hastalari, PEG hastalari ve kontrol bireylerin 55 L/M genotip ve alel frekanslari

PES Kontrol OR (95% PEG Kontrol
(n=148)  (n=150) c(l) P (n=150) (n=150) OR(5%ChH P
Genotip,
n(%)
LL 72(48.7) 70(46.7) 1.5142 0.221 57(38.0) 70(46.7) 0.7422 0.441
(0.777-2.953) (0.347-1.588)
LM 52(35.1) 63(42.0) 0.924b 0.732 80(53.3) 63(42.0) 1.428° 0.129
(0.586-1.455) (0.901-2.261)
MM 24(16.2)  17(11.3) 13(8.7)  17(11.3)
Alel frekansi
L 0.662 0.677 1.068¢ 0.707 0.647 0.677 1.143¢ 0.437
(0.759-1.502) (0.815-1.604)
M 0.338 0.323 0.353 0.323

a.MM vs LM+LL
b.MM+LM vs LL
c.MvsL
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Polimorfik genotip MM frekansi PES hastalarinda %16.2, PEG hastalarinda %8.7 ve
kontrollerde %11.3 olarak g6zlenmistir. Risk analizi igcin MM genotipine sahip kisi sayisi,
LM+LL genotipi tasiyanlar ile karsilastirildiginda OR degeri PES i¢in 1.514 (95% CI=0.777-
2.953, P=0.221), PEG igin 0.742 (95% CI=0.347-1.588, P=0.441) olarak hesaplanmistir.
MM+LM genotiplerine karsi LL genotipleri distnildiginde ise PES icin OR= 0.924 (95%
CI=0.586-1.455, P=0.732), PEG icin OR= 1.428 (95% CI=0.901-2.261, P=0.129) olarak
bulunmustur. Bu sonuclara gore, M aleli tagsiyan genotipe sahip olmak ile, tagimayan genotipe

sahip olmak arasinda PES veya PEG riski bakimindan anlamli bir fark yoktur.

Tablo 13'de PON1 55L/M genotip ve alel frekanslari PES ve PEG hastalari arasinda
karsilastiriimistir. PES hastalari igin, MM genotipine sahip olmak LM veya LL genotipine gére
PEG icin 0.49 kat (OR=0.490, P=0.048) risklidir; diger bir ifade ile yaklasik 2 kat koruyucudur.

Tablo 13. PES ve PEG hastalarinin 55 L/M genotip ve alel frekanslar

PEG PES .
(n=150) (n=148) OR (95% Cl) P
Genotip, n(%)
LL 57(38.0) 72(48.7) 0.4902(0.239-1.005) 0.048
LM 80(53.3) 52(35.1) 1.546%(0.975-2.451) 0.064
MM 13 (8.7) 24(16.2)
Alel frekansi
L 0.647 0.662 1.071¢(0.764-1.501) 0.691
M 0.353 0.338

a. MM vs. LM+LL
b. MM+LM vs. LL
c.Mvs. L

4.1.3 PONL1 -107 T/C Tek Nikleotit Polimorfizmi Genotip Sonuglar

-107 T/C polimorfizmi igin 150 PES hastasi, 150 PEG hastasi ve 150 kontrol bireyin genotip
ve alel frekanslari Tablo 14’te verilmektedir. Polimorfik C alelinin frekansi PES hastalarinda
0.397, PEG hastalarinda 0.473, kontrollerde 0.443 olarak hesaplanmistir ve aralarinda
istatistiksel anlaml bir fark yoktur (PES-kontrol P=0.247, PEG-kontrol P=0.461). PES i¢in C
alelinin OR (Odds Ratio) degeri 0.826 (95% CI=0.597-1.142) iken PEG igin C alelinin OR
degeri 1.128 (95% CI=0.818-1.556) olarak hesaplanmistir. Gdzlenen genotip frekanslarinin
Hardy-Weinberg dengesine uyumlu oldugu belirlenmistir.

Polimorfik genotip CC frekansi PES hastalarinda %21.3, PEG hastalarinda %24.7 ve
kontrollerde %18.0 olarak gézlenmigtir. Risk analizi icin CC genotipine sahip kisi sayisi, TC+TT
genotipi taslyanlar ile karsilastirildiginda OR degeri PES icin 1.235 (95% CI=0.698-2.187,
P=0.468), PEG ic¢in 1.492 (95% CI=0.509-2.102, P=0.159) olarak hesaplanmigtir. CC+TC
genotiplerine kargl TT genotipleri distnuldiginde ise PES igcin OR= 0.573 (95% CI=0.355-
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0.925, P=0.022), PEG igin OR=0.996 (95% CI=0.590-1.590, P=1.000) olarak bulunmustur. Bu
sonuglara gore, C aleli tagsiyan genotipe sahip olmanin, tagsimayan genotipe gére PES igin
0.573 kat riskli (yani 1.74 kat daha koruyucu) (P=0.022) oldugu soylenebilir.

Tablo 14. PES hastalari, PEG hastalari ve kontrol bireylerin -107 T/C genotip ve alel frekanslari

PES Kontrol PEG Kontrol
(n=150) (n=150) OR (95% CI) P (n=150) (n=150) OR (95% CI) P
Genotip,
n(%)
1.2352 1.4922
TT . . . . . .
63(42.0) 44(29.3) (0.698-2.187) 0.468 45(30.0) 44(29.3) (0.854-2.606) 0.159
0.573° 0.969
TC 7 79(52.7 .022 45, 79(52.7 1.
55(36.7) 9(52.7) (0.355-0.925) 0.0 68(45.3) 9(52.7) (0.590-1.590) 000
cC 32(21.3) 27(18.0) 37(24.7) 27(18.0)
Alel frekansi
0.826¢ 1.128¢
T . . . . . .
0.603 0.557 (0.597-1.142) 0.247 0.527 0.557 (0.818-1.556) 0.461
C 0.397 0.443 0.473 0.443

a.CCvs. CT+TT
b. CC+CTvs. TT
c.Cvs. T

Tablo 15te PON1 -107T/C genotip ve alel frekanslari PES ve PEG hastalari arasinda
karsilastiriimistir. TC veya CC genotipine sahip olmanin, TT genotipine gére, PEG riskini 1.690
kat arttirdigi (P=0.030) hesaplanmigtir. C alelinin frekansinin PES hastalarinda PEG
hastalarinda oldugundan daha distk oldugu gérilmustir, ancak aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildir (P=0.058).

Tablo 15. PES ve PEG hastalarinin -107 T/C genotip ve alel frekanslari

PEG PES

0,
(n=150) (n=150) OR (95% Cl) P
Genotip, n(%)
TT 45(30.0) 63(42.0) 1.3252(0.770-2.278)  0.309
TC 68(45.3) 55(36.7) 1.690P(1.049-2.721)  0.030
CC 37(24.7) 32(21.3)
Alel frekansi
T 0.527 0.603 1.367°(0.989-1.890)  0.058
C 0.473 0.397

a.CCvs. TC+TT
b. CC+TCvs. TT
c.Cvs. T
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4.1.4 Uglii Haplotip Dagilimi

Bu calisma kapsaminda elde edilen PON1 192Q/R, 55L/M, -107T/C genotiplerinin Gglnin
birden tek kiside olusturdugu farkli haplotiplerin PES, PEG ve kontrol gruplarindaki dagilimlari
Tablo 16’da verilmigtir. istatistiksel olarak anlamli P degerleri koyu renkle verilmistir.
QQMMTT haplotipi PES hastalari arasinda %4.16, kontrollerde ise %1.47 gorulmustir (OR
=2.57, P=0.048). QQLMTC haplotipi PES hastalarinda %2.2, kontrollerde %4.16 (OR=0.41,
P=0.034) gdrulmastir. Ayni haplotip icin PEG-PES karsilastirmasinda da yine istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (OR=3.309, P=0.002). QQLLCC dagilimi da PES (%3.42) ve
kontroller (%0.98) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka sahiptir (OR=3.155, P=0.038).
QRLLTC haplotipi PEG hastalarinda %2.69, kontrollerde %5.38 gortlmuastir (OR=0.391,
P=0.014). Ayni haplotip PES hastalarinda %3.42, kontrollerde %5.38 gérulmustur (OR=0.487,
P=0.046).

Tablo 16. PON1 192Q/R, 55L/M, -107T/C ugli kombine haplotiplerin dagihmi. OR ve P i¢in a) PEG vs. control
b) PES vs. control, ¢) PEG vs. PES

Uclii kombine PEG PES Kontrol OR p
haplotipler n (%) n (%) n (%) n (%)

a) 0.439 | a) 0.492
QQMMCC 1(0.24) 2(0.49) 2(0.49) | b)0.840 | b) 0.863
¢) 0.518 | c) 0.586
a) 3.588 | a) 0.226
QQMMTC 4(0.98) 5(1.22) 1(0.24) | b)4.326 | b) 0.148
c) 0.829 | ¢)0.783
a) 1.340 | a) 0.589
QQMMTT 9(2.20) 17(4.16) 6(1.47) | b)2.570 | b) 0.048
c) 0.521 | ¢)0.125
a) 1.803 | a) 0.340
QQLMCC 8(1.96) 5(1.22) 4(0.98) | b)1.070 | b) 1.000
c) 1.698 | c) 0.359
a) 1.355 | a) 0.373
QQLMTC 25(6.11) 9(2.20) 17(4.16) | b) 0.410 | b) 0.034
c) 3.309 | c¢) 0.002
a) 1.500 | a) 0.443
QQLMTT 10(2.44) 7(1.71) 6(1.47) | b)0.982 | b) 1.000
c) 1.527 | c¢) 0.401
a) 2.044 | a) 0.236
QQLLCC 9(2.20) 14(3.42) 4(0.98) | b)3.155 | b) 0.038
c) 0.648 | c) 0.326
a) 0.768 | a) 0.598
QQLLTC 8(1.96) 10(2.44) 9(2.20) | b)0.931 | b) 0.881
c) 0.824 | c¢) 0.693
a) 0.342 | a) 0.185
QQLLTT 2(0.49) 4(0.98) 5(1.22) | b)0.665 | b) 0.547
c) 0.514 | c¢) 0.439

a)0 a) 1.000
QRMMCC 0 0 0 b) 0 b) 1.000
c)0 ¢) 1.000
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QRMMTC

1(0.24)

a0
b) 0
c) 2.050

a) 0.245
b) 1.000
c) 0.212

QRMMTT

1(0.24)

3(0.73)

a0
b) 0.276
c)0

a) 0.094
b) 0.236
c) 0.228

QRLMCC

3(0.73)

1(0.24)

5(1.22)

a) 0.517
b) 0.163
c) 3.175

a) 0.365
b) 0.061
c) 0.294

QRLMTC

14(3.42)

7(1.71)

9(2.20)

a) 1.407
b) 0.638
c) 2.206

a) 0.442
b) 0.384
¢) 0.092

QRLMTT

13(3.18)

14(3.42)

7(1.71)

a) 1.696
b) 1.758
c) 0.965

a) 0.273
b) 0.235
c) 1.000

QRLLCC

9(2.20)

10(2.44)

7(1.71)

a) 1.138
b) 1.218
c) 0.934

a) 0.803
b) 0.697
c) 0.886

QRLLTC

11(2.69)

14(3.42)

22(5.38)

a) 0.391
b) 0.487
c) 0.804

a) 0.014
b) 0.046
c) 0.604

QRLLTT

5(1.22)

12(2.93)

7(1.71)

a) 0.667
b) 1.612
c) 0.414

a) 0.496
b) 0.328
c) 0.097

RRMMCC

a0
b) 0
c)0

a) 1.000
b) 1.000
c) 1.000

RRMMTC

a0
b)0
c)0

a) 1.000
b) 1.000
c) 1.000

RRMMTT

1(0.24)

a)0
b) 0
c)0

a) 1.000
b) 0.254
c) 0.245

RRLMCC

a)0
b) 0
c)0

a) 1.000
b) 1.000
¢) 1.000

RRLMTC

1(0.24)

a)0
b) 0
c) 2.050

a) 0.245
b) 1.000
c) 0.212

RRLMTT

2(0.49)

1(0.24)

a0
b) 1.694
c)0

a) 0.196
b) 0.665
c) 0.088

RRLLCC

1(0.24)

3(0.73)

a) 0.288
b) 0
€)2.050

a) 0.254
b) 0.094
c) 0.212

RRLLTC

4(0.98)

6(1.47)

3(0.73)

a) 1.176
b) 1.714
c) 0.686

a) 0.834
b) 0.448
c) 0.564

RRLLTT

2(0.49)

5(1.22)

2(0.49)

a) 0.877
b) 2.145
c) 0.409

a) 1.000
b) 0.356
¢) 0.275

34




(/g\

TiBITAK

4.2 Onceden fenotip verisi olan hastalarin genotip bilgilerinin analizi

Proje Onerisinde de belirtiimis oldugu gibi daha énce PON1 (PON1 enziminin paraokson
substratina kargi aktivitesi), ARE (PON1 enziminin arilesteraz substratina karsi aktivitesi),
stPONL1 (tuz ile uyariimis PON1 aktivitesi) ve fenotip (stPON1/ARE verisine gore belirlenmis)
bilgileri yayinlanmig olan (Can Demirdogen vd., 2014) 94 kisilik grup icin PON1 genotip bilgileri
belirlenmeye calisiimig, ancak bu gruptaki bazi kisilerin kan veya DNA 6rneginin kalmamig
veya eskimis olmasi gibi nedenlerden dolayl 192Q/R ve 55L/M bdlgeleri i¢in bu gruptan 91
kisinin, -107T/C bdlgesi igin ise 89 kisinin genotip bilgisi elde edilebilmistir.

4.2.1 PONL1 Genotipleri ile fenotipleri arasindaki korelasyon

Elde edilmis olan veriler kullanilarak, genotip-fenotip korelasyonu PEG, PES ve kontrol
gruplarinda ayri ayri incelenmistir (Tablo 17 ). Buna gore, PEG, PES ve kontrol gruplarinda,
192Q/R polimorfizmi ile daha 6nceki calismamizda PON1 ve ARE aktivite verilerini kullanarak
belirledigimiz Fenotip degerleri arasinda gugclu ve istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
vardir. Ayrica PES ve kontrol gruplarinda 55L/M polimorfizmi ile fenotip arasinda anlamli bir

korelasyon oldugu gorulmektedir.

Tablo 17. PON1 Genotipleri ile Fenotipleri arasindaki korelasyon

PEG PES Kontrol
Pearson P Pearson P Pearson P
correlation correlation correlation
192Q/R ile 0.745 0.000 0.717 0.000 | 0.589 0.000
Fenotip
55L/M ile -0.197 0.297 -0.425 0.019 -0.490 0.005
Fenotip
-107TIC ile 0.069 0.717 0.212 0.270 -0.032 0.867
Fenotip

4.2.2 PON1 Genotipleri ile PON1, stPON1 ve ARE enzim aktiviteleri arasindaki
korelasyon

Proje 6nerisinde bahsedilen analize ilave olarak, PON1 192Q/R, 55L/M ve -107T/C
genotiplerinin dnceki calismamizda dlgtlmis olan PON1, stPON1 ve ARE enzim aktiviteleri ile

olan korelasyonu da incelenmigtir (Tablo 18).

192Q/R genotipi tum gruplarda (PEG, PES ve kontrol) PON1 ve stPON1 ile gu¢li korelasyona
sahiptir (timu icin P=0.000). Ancak ARE ile 192Q/R arasinda korelasyon bulunmamistir.
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Benzer sekilde 55L/M polimorfizmi ile PON1 ve stPON1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
korelasyon bulunmustur. Ancak ARE ile 55L/M arasinda korelasyon bulunmamigtir. PONL1 -
107T/C genotipi ile PON1, stPON1 ve ARE enzim aktiviteleri arasinda higbir grupta istatistiksel

olarak anlaml bir korelasyona rastlanmamistir.

Tablo 18. PON1 Genotipleri ile PON1, stPON1 ve ARE aktiviteleri arasindaki korelasyon

PEG PES Kontrol
Pearson P Pearson P Pearson P
correlation correlation correlation
192Q/R PON1 0.836 0.000 0.938 0.000 | 0.767 0.000
ile aktivitesi
stPON1 0.828 0.000 0.931 0.000 | 0.755 0.000
aktivitesi
ARE -0.059 0.759 0.301 0.105 | -0.009 0.963
aktivitesi
55L/Mile | PON1 -0.378 0.039 -0.592 0.001 | -0.722 0.000
aktivitesi
stPON1 -0.375 0.041 -0.587 0.001 | -0.727 0.000
aktivitesi
ARE -0.129 0.496 -0.236 0.210 | -0.300 0.101
aktivitesi
-107T/C PON1 0.201 0.287 0.278 0.144 | 0.290 0.121
ile aktivitesi
stPON1 0.217 0.249 0.286 0.133 | 0.308 0.098
aktivitesi
ARE -0.004 0.984 0.147 0.448 | 0.317 0.088
aktivitesi

4.3 Lojistik regresyon analizi

Oncelikle bu calismada elde edilmis olan PON1 192Q/R, 55L/M ve -107T/C genotip, yas ve
cinsiyet parametreleri ile lojistik regresyon analizi yapilmistir. Backward LR modeli ile yapilan
bivariate regresyon analizinde her seferinde yalnizca PEG-kontrol, PES-kontrol veya PEG-
PES acisindan risk analizi yapilmis, sonugta yalnizca cinsiyet (OR=1.780, P=0.003) PEG ile
iligkili bulunmustur. Diger parametreler istatistiksel olarak anlamli derecede iligkili

bulunmamistir.

Bu analize ilaveten, dnceki ¢alismamizda elde edilmis olan PON1, stPON1, ARE ve fenotip
parametrelerinin de PES ve PEG hastaliklari ile iligkisini incelemek icin bu parametreleri
ekleyerek lojistik regresyon analizi yapilmistir. PES-kontrol analizinde 192Q/R genotipi
(OR=2.388, P=0.036), PEG-kontrol analizinde yas (OR=1.134, P=0.002), PEG-PES
analizinde 192Q/R (OR=0.544, P=0.047) iligkili bulunmustur. Olusturulan tim modellerde

Hosmer-Lemeshow testi modelin kalibrasyonunun yeterli oldugunu gostermigtir.
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5. TARTISMA ve SONUG

Bu projede, 6nemli bir antioksidan enzim olan PONT’i kodlayan gendeki tek nukleotit
polimorfizmlerinden 3 tanesi (192Q/R, 55L/M ve -107T/C) ile psédoeksfoliasyon sendromu
(PES) ve psodoeksfoliatif glokom (PEG) arasindaki iliski incelenmistir. Calisma grubu 150 PES
hastasi, 150 PEG hastasi ve 150 kontrolden olusmaktadir. Bilindigi gibi PES ve PEG yasa
bagl olarak artis gésteren hastaliklardir. Ozellikle PEG daha ileri yaslarda ortaya ¢ikmaktadir.
Bu durum bizim ¢alisma populasyonumuzda da kendini géstermektedir. Yas ortalamasi PES
hastalarinda 71.47+8.18 ve kontrollerde 71.86+9.31 birbirine yakinken, PEG hastalarinda
75.95+8.80 olarak belirlenmigtir (P=0.000). Kisith zaman ve her gruptan 100’Un Ustunde
bireyin ¢calismaya dahil edilmesi gerekliliginden dolayi, yasi blyik olan PEG hastalari
¢alismadan cikarilmamigtir. Cinsiyet dagilimi yéninden ise hasta ve kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Kan érnekleri Saglik Bilimleri Universitesi,
Ankara Gilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklari Servisince toplanarak
arastirma ekibimize gonderilmistir. Genotipler, PCR ve sonrasinda RFLP teknigi kullanilarak
belilenmigtir. PCR’da kullanilan genomik DNAlar ekibimiz tarafindan tam kandan izole

edilmigtir.

PON1 192Q/R polimorfizmi yoninden yapilan incelmede, R aleli tagiyan genotipe sahip olmak
ile tagimayan genotipe sahip olmak arasinda PES veya PEG riski bakimindan anlamli bir fark
olmadigi g6zlenmistir. Benzer sekilde PES hastalari ile PEG hastalari arasinda da R aleli
tasimanin getirdigi istatistiksel olarak anlamli bir risk yoktur. Bu polimorfizm daha énce PES
veya PEG kapsaminda incelenmemistir. Inagaki vd. (2006) tarafindan Japonlarda, agik agili
glokom (OAG) hastalari Ulzerinde yapilan galismada PON1 192QQ, QR, RR genotip
frekanslar sirasiyla hastalarda %14, %40.1, %45.9, kontrollerde ise %12.8, %46.3, %40.9
olarak bulunmustur ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur. Ote yandan Zhou
vd. (2010) tarafindan Cinli primer acgik acili glokom (POAG) hastalarinda yapilan ¢alismada
PON1 192Q/R polimorfizminin POAG ile istatistiksel olarak anlaml (P=0.000) iliski i¢cinde
oldugu bildirilmistir.

PON1 55 L/M polimorfizmi yéniinden yapilan incelmede, M aleli tagsiyan genotipe sahip olmak
ile, LL genotipine sahip olmak arasinda, kontroller icin PES veya PEG riski bakimindan anlamli
bir fark olmadigi goézlenmistir. PES hastalari ile PEG hastalari arasinda yapilan
karsilastirmada ise, PES hastalari icin, MM genotipine sahip olmanin, LM veya LL genotipine
gore, PEG icin 0.49 kat (OR=0.490, P=0.048) riskli, diger bir ifade ile yaklasik 2 kat koruyucu

oldugunu dusundiren bir sonug¢ ortaya c¢ikmistir. Her ne kadar PON1 enzimin 55.
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pozisyonunda metiyonin tagiyan bireylerin (55M), 55L izoformunu tasiyanlardan daha dusik
PON1 seviyesine sahip olduklari bulunsa da (Blatter Garin vd., 1997), Aviram vd. (1998)
tarafindan yapilan ¢alismada 55MM genotipine sahip bireylerin LDL’yi oksidatif degisikliklere
karsl koruma kapasitesinin en yuksek seviyede oldugunu, 55LL’nin ise en dusuk kapasiteye
sahip oldugunu tespit etmiglerdir. Bununla baglantili olarak, minor alel olan M degil, L aleli bazi
hastaliklarla iligkili bulunmustur. Ornegin, bu projenin yiritiictisiiniin yer aldigi énceki bir
¢alismada (Can Demirdogen vd., 2008) ve yine Turk populasyonunda yapilan benzer bir bagka
calismada PON1 55L alelinin frekansi inme hastalarinda kontrollere gére daha ylksek
bulunmustur (Aydin vd., 2006). Ayrica, 55LL genotipinin Avusturya inme énleme c¢alismasinda
beyaz cevher lezyonlarinin yayginhigi ve progresyonu ile karotis hastaliginin varligi ve siddeti
ile iligkili oldugu bulunmustur (Schmidt vd., 1998; Schmidt vd., 2000). Ayrica, PON1 55LL-
ML’nin hem bifiirkasyonda hem de genel karotis arterdeki plaklarla ve herhangi bir boélgedeki
toplam plak sayisiyla iligkili oldugu gosterilmistir (Fortunato vd., 2003). Bu polimorfizm daha
once PES veya PEG kapsaminda incelenmemistir. Inagaki vd. (2006) tarafindan acik acili
glokom (OAG) hastalarinda yapilan ¢calismada PON1 55L/M polimorfizmi ile OAG arasinda

baglanti bulunamamistir.

Promotor bdlge polimorfizmlerinden -107T/C, PON1 ifade seviyesindeki farkhliklarin
%22,4’Unden sorumludur ve -107T alelini tagsiyan bireylerin serum PON1 seviyeleri diguktir
(Brophy vd., 2001b). Bizim g¢alismamizin sonuglarina gére, C aleli tagsiyan genotipe sahip
olmanin, tasimayan genotipe gére PES igin 0.573 kat riskli (yani 1.74 kat daha koruyucu)
(P=0.022) oldugu sdylenebilir. Ote yandan PES-PEG karsilastirmasinda, PES hastalari
arasinda C aleli tasiyan genotipe sahip olmanin, TT genotipine gére, PEG riskini 1.690 kat
arttirdigi (P=0.030) hesaplanmistir. Bu farkli sonuglar, ayni bireylerdeki farkli genetik alt
yapilarin farklh bileskelerinden (6rnegin -107T/C bdlgesi ile 55L/M bdlgesi arasindaki
baglantidan (linkage)) ve/veya cevresel (beslenme, sigara gibi) faktorlerin gen ifadesi
uzerindeki farkl etkilerinden kaynaklanabilir. Bu polimorfizm daha énce PES, PEG veya diger

glokom tipleri kapsaminda incelenmemigtir.

Ucli kombine genotiplerin hasta ve kontrollerdeki dagilimi incelendiginde bazi istatistiksel
olarak anlamh sonuglara ulasiimisgtir. QQMMTT ve QQLLCC haplotipi PES hastalarinda
kontrollerde oldugundan daha sik gorulmustir. QRLLTC haplotipi PES ve PEG hastalarinda,
kontrollerden daha az gérulmustir. QQLMTC haplotipi PES hastalarinda, kontrollerden daha
az gorllmastir. QQLMTC haplotipi ayni zamanda PEG hastalarinda, PES hastalarinda

oldugundan daha sik géralmustar.
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Bu projede elde edilmis olan PON1 genotipi sonugclari ile daha énce bu ¢alisma grubunun
klguk bir alt grubunda elde edilmis olan fenotip verileri (Can Demirdogen vd., 2014) arasindaki
korelasyon incelenmisg, fenotiplerin tim gruplarda 192Q/R polimorfizmi ile glglu bir sekilde
korele oldugu, 55L/M polimorfizmi ile ise yalnizca PES ve kontrol gruplarinda korelasyon
gosterdigi hesaplanmigtir. -107T/C polimorfizmi ile fenotip parametresi arasinda korelasyon
bulunmamigtir. Bu projede elde edilmis olan PON1 genotipleri ile daha énce bu ¢alisma
grubunun kiguk bir alt grubunda elde edilmis olan PON1, stPON1 ve ARE enzim aktiviteleri
(Can Demirdogen vd., 2014) arasindaki korelasyon incelendiginde yine 192Q/R ve 55L/M
polimorfizmlerinin PON1 ve stPON1 ile korele oldugu gorilmustir. Bu polimorfizmler ARE ile
korelasyon icinde degildir. -107T/C polimorfizmi ile PON1, stPON1 ve ARE enzim aktivitesi

parametreleri arasinda korelasyon bulunmamistir.

Bu calismada elde edilmis olan PON1 192Q/R, 55L/M ve -107T/C genotip, yas ve cinsiyet
parametreleri ile lojistik regresyon analizi yapildiginda cinsiyet (OR=1.780, P=0.003) PEG ile
iliskili bulunmustur. Lojistik regresyon analizine, dnceki calismamizda elde edilmis olan PON1,
stPON1, ARE ve fenotip parametreleri de eklendiginde PES-kontrol analizinde 192Q/R
genotipi (OR=2.388, P=0.036), PEG-kontrol analizinde yas (OR=1.134, P=0.002), PEG-PES
analizinde 192Q/R (OR=0.544, P=0.047) iligkili bulunmustur. Ancak tim populasyona ait

aktivite verilerinin bulunmadigina dikkat etmek gerekir.

Sonug olarak, bu ¢alismada incelenmis olan parametrelerin PES/PEG tanisinda kullanilabilme
potansiyellerinin bagka toplumlarda da incelenerek dogrulanmasi gerekmektedir. Bu genetik
polimorfizmler daha énce PES ve/veya PEG’de calisiimamis olup, elde edilen bu sonuglar

6zgundur ve uluslararasi bir dergide makale olarak yayinlanmasi planlanmaktadir.
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