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OZET

Yasa bagh makula dejenerasyonu ile CFH, HIF1A, SKIV2L ve MYRIP
genlerinin polimorfizmleri arasindaki iliskinin belirlenmesi

Dr. Volkan OKUR

Yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD), ozellikle gelismis iilkelerdeki
geri doniisiimsiiz gorme kaybinin en 6nemli nedenidir. YBMD gelisimindeki en
onemli risk faktori ileri yastir. CFH genindeki rs1061170 polimorfizminin YBMD
gelisimi acisindan bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte bu
polimorfizme sahip hastalarda hastaligin gelismemesi sonucunda YBMD ile iliskili
farkli genlerin arastirildig1 ¢alismalarda, birgok gende YBMD’ye kars1 koruyuculuk
yaratabilecek polimorfizmler saptanmakla birlikte, YBMD ile iligkili olabilecek yeni

genler de arasgtirilmaya devam edilmektedir.

Bu olgu-kontrol g¢alismamizda, YBMD’ye sahip 87 hasta ve saglikli 80
bireyde, CFH genindeki rs1061170 polimorfizmine ek olarak, SKIV2L ve MYRIP
genlerindeki rs429608 ve rs2679798 ve HIF1A genindeki rs11549465 ve rs11549467
polimorfizmlerinin dagilimlarint dizi analizi yontemiyle belirledik. CFH genindeki
rs1061170 polimorfizmi agisindan en az 1 adet C alleli tasitmanin YBMD gelisimini
yastan bagimsiz olarak arttirdigin1 bulduk (OR= 2.42; 95%CI 1.22-4.81). Ek olarak,
ayni polimorfizmdeki atasal T allelinin de YBMD’ye karsi koruyucu etkiye sahip
oldugu goriildii (OR=0.53; 95%CI 0.34-0.83). Diger genlerdeki polimorfizmlerin
dagilimlar acisindan ise hasta ve kontrol gruplarimiz arasinda istatistiksel bir fark

saptanmamigtir.

Bu c¢alisma sonucunda CFH geni rs1061170 polimorfizminin ilkemiz
popiilasyonu i¢in de YBMD ile iligkili oldugu belirlendi. Aragtirma sonucunda diger
genlerde yer alan polimorfizmlerin YBMD ile ilgkisi gosterilememistir ancak bu

konuda daha genis gruplarla yapilacak ¢alismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: YBMD, CFH, SKIV2L, MYRIP, HIF1A, Polimorfizm
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SUMMARY

Identifying associations between CFH, HIF1A, SKIV2L and MYRIP gene
polymorphisms and age-related macular degeneration (AMD)
Volkan OKUR, MD

Age-related macular degeneration (AMD) is, especially in developed
countries, one of the most important reasons of irreversible vision loss in advanced
age. The most important risk factor is an advanced age. It has been shown that
rs1061170 polymorphism in CFH gene is also an independent risk factor for AMD.
However, disease-free patients with this polymorphism necessitate the investigation
of other possible candidate genes. Thus, several number of polymorphisms both the
ones with protective effect and the ones with causative effect have been identified

and still being investigated.

In this case-control study, we determine the distributions of rs1061170
(CFH), rs429608 (SKIV2L), rs2679798 (MYRIP) and rs11549465 and rs11549467
(HIF1A) polymorphisms via sequencing in 87 AMD patients and 80 healthy subjects.
We found that having at least one C allele for rs1061170 polymorphism increases
AMD risk independent from age (OR= 2.42; 95%Cl 1.22-4.81). Furthermore, the
ancestral T allele for rs1061170 polymorphism has protective effect for AMD
(OR=0.53; 95%CI 0.34-0.83). There is no statistically significant difference for
distributions of the other studied gene polymorphisms between patients and healthy

subjects.
As a conclusion, it has been identified that rs1061170 polymorphism of CFH
gene is also associated with AMD in our population. Although no associations were

documented for other polymorphisms, large-scale studies should be designed to

clearly identify these associations in our population.

Key Words: AMD, CFH, SKIV2L, MYRIP, HIF1A, Polymorphism
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GIRIS

Yirminci yizyilin ilk ¢eyreginden baslayarak siiregelen tip ve teknoloji
alanindaki gelismelerin sonucunda daha fazla hastaliga tan1 konulmakta ve tedavisi
planlanmaktadir. Bu gelismelere paralel olarak ortalama yasam siireleri de yiikselmis
ve cevresel faktorlerin de dnemli rol oynadigi, yaslanma siirecinin dogal sonucu olan
hastaliklar (kanserler, norodejeneratif hastaliklar, gorme problemleri vs.) 6n plana

cikmaya baglamistir.

Diinya niifusunun 2020 yilinda 7.9 milyar kisiye ulasacagi ve bu niifusu
olusturacak olan 6 milyar kisinin de sadece Afrika ve Asya’da yasayacagi
ongoriilmektedir (1). Afrika’daki yiiksek neonatal mortalite hizlar1 ve Asya’daki
niifusun 6nemli ¢ogunlugunu olusturan Cin ve Hindistan gibi ilkelerdeki niifus
planmas1 uygulamalar1 goz oniine alindiginda yash niifusun genel niifusa oraninin da

artmasi1 beklenmektedir.

Diinya Saghk Orgiitii’'niin (DSO) 2012 yili saglhk istatistiklerine gore;
Tirkiye’de, her iki cinsiyet i¢in dogumda ve 60 yasindan sonra beklenen yasam
stireleri 1990 yilinda sirasiyla 65 ve 17 yil iken; 2009 yilinda sirasiyla 75 ve 20 yila
yiikselmistir (2).

2020 yilinda onlenebilir gorme kaybinin Oniine gegmek ve Ongoriilen gérme
kayb1 prevalansinin 1990 yilina oranla iki katina ¢ikmasini engellemek i¢in, 1999
yilinda DSO ve Uluslararas1 Kérliigii Onleme Dernegi (IAPB; International Agency
for Prevention of Blindness) tarafindan ‘VISION 2020: the Right to Sight’ adinda
ortak bir girisim olusturulmustur. Bu girisimin nihai amaci tlkelerin ulusal saglik
sistemlerine stirdiiriilebilir, yliksek kaliteli ve herkesin esit bigimde ulasabilecegi bir

g0z hastaliklar1 bakim sisteminin entegre edilmesidir (3).

Yirminci ylizyilin baglarinda Onlenebilir gérme problemlerinin 6nde gelen
sebepleri arasinda, enfeksiyoz (Trahom, onkoserkiyazis) ve niitrisyonel (A vitamini

eksikligi) etkenler 6n plandayken; yiizyilin ikinci yarisinda bu nedenleri ortadan



kaldirmak i¢in gerceklestirilen basarili politikalar sayesinde oOnlenebilir ve tedavi
edilebilir goérme problemlerinde glokom, katarakt ve yasa bagli makula
dejenerasyonu (YBMD) gibi yasa bagl hastaliklar 6n plana ¢ikmaya baglamistir.
2002 ve 2006 yillarinda DSO tarafindan yayinlanan istatistiklere gore her yastaki
korliigiin en sik nedeni katarakttir (Sekil 1 ve 2).

1%

M Katarakt

H Glokom

W Diger

HmYBMD

B Korneal Opasiteler

m Diabetik Retinopati
 Cocukluk gagi korlugi
H Trahom

Onkoserkiyazis

Sekil 1: 2002 yili verilerine gore kirma kusurlar1 disinda goz hastaliklarina bagl
korligiin nedenleri

Giliniimiizde katarakt, glokom, diabetik retinopati, enfeksiyoz ve nutrisyonel
nedenler i¢in gelistirilen onleyici ve tedavi edici yaklasimlar YBMD’ye oranla daha
fazladir ve buna bagl olarak gelismis tlkelerdeki korliigiin en sik nedeni YBMD’dir
(4). Su anda diinya genelinde yaklasik 3 milyon kisinin YBMD’den etkilendigi
bildirilmekte ve 2020 yilinda bu rakamin iki katina ¢ikmasi dngoriilmektedir (3).

Son yillarda YBMD’nin prevalansini, risk faktorlerini, klinik gidisini ve
Onleyici/tedavi edici yaklagimlarini arastiran caligma sayist artmis ve AREDS (Age
Related Eye Disease Study), ‘The Tromso Eye Study’, EUREYE (The European Eye
Study), ‘The Beaver Dam Eye Study’ gibi genis kapsamli c¢aligma gruplari
olusturulmustur. Bu caligmalara dahil edilen hastalarla yapilan arastirmalarda

hastaligin tedavisinde ve korunmada kullanilabilecek nutrisyonel, medikal ve cerrahi



yontemlerin yani sira hastaliga yatkinlik yaratabilecek genetik nedenler de

arastirilmaktadir.

1%
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Sekil 2: 2006 yil1 verilerine gore diizeltilmemis kirma kusurlar1 ve goz hastaliklarina
bagl korliigiin nedenleri

YBMD gibi klasik mendelyen kalitim gostermeyen ve birgok sorumlu etkeni
bulunan multifaktoriyel hastaliklarda hastaligi agiklayacak tek bir genetik neden
saptamak olduk¢a zordur. Bu gibi durumlarda hastaliga yatkinlik yaratan
polimorfizmleri saptamak da korunma, erken tani ve tedavi agisindan 6énemlidir. Bu
calismadaki amacimiz; i) Ilk defa 2005 yilinda YBMD ile direkt iliskisi gosterilmis
olup tekrarlayan ¢aligmalarda bu iligkiyi destekleyen bulgularin elde edildigi CFH
genindeki rs1061170 (Y402H) polimorfizminin ilkemiz populasyonundaki
durumunu; ii) YBMD’nin patofizyolojisinde onemli rolii oldugu gosterilen ve
mevcut medikal tedavilerde hedef alinan VEGF geninin major diizenleyicisi olan
HIF1A genindeki rs11549465 (P582S) ve rs11549467 (A588T) polimorfizmlerinin
YBMD ile iliskisini; ve iii) YBMD’ye yatkinlik yaratan bir allel varhiginda da
koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilen SKIV2L ve MYRIP genlerindeki, sirasiyla,
rs429608 ve rs2679798 polimorfizmleri ile YBMD arasindaki iligkiyi belirlemektir.



GENEL BIiLGILER

Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu (YBMD, MIM: 603075), katarakt ile
birlikte, ozellikle gelismis tilkelerde, kalici gorme kaybinin en onemli nedenidir.
Goriilme siklig1 yasla birlikte anlamli oranda artis gdstermektedir. Ornegin; 55-64
yaslar1 arasi popiilasyonun %0.2’sinde YBMD gozlenirken; 85 yasindan sonra
popiilasyonun %13’iinde gozlenmektedir (5). 2020 yilinda 85 yas ve lizerindeki
popiilasyonun yaklasik %107 artacagi beklenirse YBMD prevalansinin da 6nemli

olgiide artacagi ongoriilebilir (1).

YBMD; retina pigment epitelindeki (RPE) pigment degisiklikleri ile birlikte
say1, boyut ve yerlesim yerine gore hastaligin siddetini belirleyen ‘drusen’ adi verilen
depozitlerin RPE altinda birikmesi ile karakterize bir makula hastaligidir (6). Erken,
orta ve ileri evre YBMD olarak iige ayrilir. Erken ve orta evre YBMD; drusen
varlig1, sayis1 ve boyutlarina gore birbirlerinden ayrilirlar. ileri evre YBMD de kendi
icerisinde; RPE, fotoreseptdr ve koryokapiller kaybi ile karakterize kuru tip (atrofik
veya neovaskiiler olmayan) (Sekil 3a) ve noral retinanin hasarlanmasi sonucu
subretinal boslukta anormal yeni damar olusumu ile karakterize yas tip (eksiidatif
veya neovaskiiler) (Sekil 3b) olmak tizere iki fenotipe ayrilmaktadir (6,7). Olgularin
cogunlugunda kuru tip goriilmekle birlikte klinik a¢idan gérme kayiplarinin biiyiik

¢ogunlugundan yas tip sorumludur.

Sekil 3: YBMD fundus fotograflari. @) Kuru Tip b) Yas Tip



Yaglanma ile birlikte RPE hiicrelerinin de antioksidan kapasitesi azalir ve
birikkmeye baslayan reaktif oksijen {riinleri RPE hiicrelerinin lizozomal
membranlarin1 yikima ugratir. Bu yikim sonucunda RPE’lerde retinoid son {iriinii
olan lipofusin birikmeye baslar. Lipofusin birikmesiyle hiicre fonksiyonlarinda
azalma, dejenerasyon ve sonunda apoptoz meydana gelir ve bunun sonucunda
jeografik atrofi olusur. Neovaskiiler YBMD’de; biriken toksik iriinlerin RPE’de
yirtik olusturmasiyla subretinal bosluga sivi (eksuda, kan) kacist olur. Bu siv1 kagist
inflamatuar mediatorlerin bolgeye gociine ve kronik bir enflamasyon siirecinin
baslamasina neden olur. Aktive olan makrofajlar ve mikroglialardan salinan CCR2,
CX3CR1 gibi kemokin ve IL-22, IL-17 gibi sitokinler hiicre hasarinin artis1, Bruch’s
membraninin degradasyonu, hipoksi, iskemi ve anjiogenezle sonuglanir (8-11). Sekil

4’te YBMD nin patofizyolojisi 6zetlenmistir.
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Sekil 4: YBMD’nin patofizyolojisi. Elisa Buschini ve ark. (2011)’den alinmustur.



YBMD’NIiN EPIDEMiYOLOJiSi

Prevalans ve insidans

YBMD multifaktoriyel bir hastalik oldugu i¢in prevalans hesaplama
caligmalarinda da bu faktorlerdeki degisiklige bagli olarak ¢ok farkli sonuglar ortaya
cikmaktadir. Ayrica, yas arttikca hastaligin tipinde ve seyrinde meydana gelen
degisiklikler de prevalans oranlarini degistirmektedir. Buna bagli olarak hastaligin
farkli evreleri i¢in ayr1 prevalans hesaplamalar1 yapilmaktadir. Yas disinda etnik
koken, ¢alisma bigimi, tan1 yontemleri, evreleme sistemi, hastalik tipi, tedavi durumu
da galismalardaki prevalans farkliliklarini agiklayabilecek diger etkenlerdir. Ornegin;
EUREYE c¢alismasinda 65 yasindan biiyiilk Avrupa popiilasyonunda en az 1 gézdeki
YBMD prevalansi %3.3 olarak bulunmustur (12). Reykjavik ¢alismasinda ise 70-74
yaglart arasindaki olgularin %1’inde yas tip YBMD, %0.5’inde kuru tip YBMD
gozlenmisken; 85 yas ve ilizeri olgularda oranlar sirasiyla %11.4 ve %7.6’ya
yiikselmistir (13). Farkli calismalarda erken evre YBMD oranlar1 70-79 yaslari
arasinda %18.3 (Reykjavik), %8.4 (Blue Mountains Eye Study), %12.8 (Los Angeles
Latino Study), %29.6 (Beaver Dam Eye Study); 80 yasindan sonra sirastyla %31.2,
%14.7, %27.1, %39.7 olarak bulunmustur (13-15).

YBMD ile ilgili popiilasyon ¢aligmalar1 genellikle kesitsel oldugu i¢in insidans
hesaplamalar1 da direkt prospektif caligmalardan ziyade prevalans c¢aligmalarindan
ongoriilmeye ¢alisilmaktadir. Blue Mountains ¢alismasinda 5 yillik ileri evre YBMD
(atrofik ve neovaskiiler) insidansi toplamda %1.1, <60 yas i¢in %0, 60-69 yas icin
%0.6, 70-79 yas icin %2.4 ve >80 yas i¢in %5.4 olarak bulunurken; 5 yillik erken
evre YBMD insidansi toplamda %38.7, <60 yas i¢in %3.2, 60-69 yas i¢in %7.4 , 70-
79 yas i¢in %18.3 ve >80 yas i¢in %14.8 olarak bulunmustur (14).

Risk Faktorleri

YBMD’deki risk faktorlerini genel olarak ‘modifiye edilebilir’ ve ‘modifiye
edilemeyen’ olarak 2 grupta siniflayabiliriz. Modifiye edilemeyen risk faktorleri olan
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ileri yastir. Yas ilerledikge YBMD gelisme riski de artmaktadir. Bazi ¢alismalarda
kadinlarda YBMD gelisim riskinin erkeklere gore daha fazla oldugu gézlenmistir
(12,16). Bu durum kadinlarin beklenen yasam siirelerinin uzun olmasina,
menapozdan sonra Ostrojenin koruyucu etkisinin ortadan kalkmasina baglanabilir
(17). Siyah wrkta melanin pigmentinin daha yogun olarak bulunmasinin koruyucu
etkisinin dogal bir sonucu olarak beyaz irkta ileri evre YBMD gelisiminin daha fazla

olabilecegine dair yayinlar bulunmaktadir (18).

Modifiye edilebilir risk faktorleri arasinda YBMD ile arasinda bagimsiz iligki
gosterilen en biiyiik risk faktorii sigara kullanimidir. Birgok calismada olgular yas ve
cinsiyet agisindan eslestirildiginde sigara kullanim1 ile YBMD gelisiminin 1.5-2 kat
arttig1 gosterilmistir (19-25). Sigara bu etkisini, YBMD’nin patogenezinde rol alan
oksidatif stresi arttirarak; koroidal kan akimimi azaltip iskemi, hipoksi ve
mikroinfarktlara yol agarak ve retinay1 oksidatif hasardan koruyan makular pigment
igerigini azaltarak gostermektedir (19). Sigaraya ek olarak hipertansiyon, viicut kitle
indeksi (VKI), beslenme &zellikleri, egzersiz, kan lipit diizeyleri ve giines 1s18ma
maruziyetin de YBMD gelisimini etkiledigine yonelik ¢esitli yaymlar bulunmaktadir
(25-29).

Bu faktorlere ek olarak kirma kusuru veya katarakt bulunmasi, katarakt
cerrahisi gegirmis olmak, iris rengi gibi okiiler faktérler de YBMD gelisimi agisindan
onemli faktorlerdir (7,25,30).

YBMD TANI ve TEDAVISI

Erken evre YBMD’ye sahip hastalar genelde asemptomatiktirler ve rutin géz
muayenelerinde RPE altinda drusen, RPE’de hiper/hipopigmente alanlar goriilmesi
ile YBMD tanis1 konur. Ileri evre YBMD’de hastalar ani gérme kaybi,
metamorfopsi, skotom tarifler. Fundus muayenesinde makulada drusen,

neovaskiilarizasyon veya atrofi goriiliir. Hastaligin derecesini, prognozunu, tedaviye



yanitini belirlemek i¢in FFA (fundus floresein anjiografi), optik koherens tomografi

(OCT), fundus otofloresans goriintiileme gibi radyolojik yontemler kullanilmaktadir.

YBMD’nin heniiz kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Kuru tip YBMD’de
hastaligin progresyonunu engelleyecek semptomatik tedaviler disinda medikal bir
tedavi segenegi bulunmamaktadir. Yas tip YBMD’de ise 1980’lerde lazer
fotokoagiilasyon, 1990’larda fotodinamik tedavi kullanilmaya baglanmis fakat
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii’niin (VEGF) koroidal neovaskiilarizasyondaki
roliiniin anlasilmasiyla birlikte VEGF-inhibe edici ajanlar giiniimiizde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmustir. Intravitreal enjeksiyon seklinde uygulanan bu ajanlar
pegaptanib, ranibizumab, bevasizumab ve son yillarda gelistirilen aflibersept’tir (7).
Aylik olarak uygulanan ranibizumab veya bevasizumab tedavisi ile gormede
iyilesme oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (31-33). VEGF inhibitorlerine
ek olarak kronik inflamasyon siirecini inhibe etmek icin kortikosteroid tedavileri de

kullanilabilmektedir.

Yapilan calismalarda vitamin C ve E, ¢inko gibi antioksidan vitamin ve
mineraller, lutein ve zeaksantin gibi makuler karotenoidler ve omega-3 gibi yag

asitleri agisindan zengin beslenmenin YBMD riskini azalttigi gosterilmistir (34-36).

YBMD ve GENETIK

YBMD gibi multifaktoriyel olan ve patofizyolojisinde birden ¢ok
mekanizmanin rol aldig1 kronik hastaliklar genetik agidan da oldukg¢a heterojen bir
yapiya sahiptir. Bu tarz hastaliklarda hastaliga neden olacak tek bir gen diizeyinde
mutasyon saptanmasindan ziyade hastaligin ortaya ¢ikmasindan sorumlu yolaklarla
ilgili genlerdeki polimorfizmlerin etkileri bulunmaktadir. YBMD’nin tedavisinde
kullanilabilecek ¢esitli tedavi yontemleri ve destek tedavilerini aragtiran AREDS gibi
calisma gruplarinda olusturulan kohortlarla yapilan analizlerde incelenen kromozom
lokuslarindaki bir¢ok gendeki polimorfizmin direkt veya indirekt olarak YBMD
gelisimine etkileri oldugu gosterilmistir. Bu genlerden YBMD ile direkt olarak iliski
kurulabilen ve istatistiksel olarak da anlamli sonuglara ulasilanlar CFH ve ARMS2

genleridir. CFH ve ARMS2 genlerinin YBMD ile iliskilerinin arastirildigi ¢aligmalara



ek olarak YBMD’nin patofizyolojisinden sorumlu olan diger yolaklardaki genler de
incelenmektedir. Tablo 1’de YBMD ile iligkili oldugu gosterilen genlerden bazilari
ve muhtemel etki mekanizmalar1 gosterilmistir. Son yillarda mitokondriyal
DNA’daki polimorfizmlerin de YBMD ile iligkili olabilecegine yonelik yayinlar
bulunmaktadir (37-40).

VEGFA tarafindan kodlanan VEGF proteini, kanser dahil olmak iizere,
patofizyolojisinde anjiogenezin primer olarak rol aldig1 bir¢ok hastalikta etkin rol
oynamaktadir. Neovaskiiler YBMD’li hastalarin gozlerinden alinan 6rneklerde de
VEGF’ye rastlanmasi fiizerine VEGFA genindeki polimorfizmlerin VEGF
fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini arastiran ¢alismalar yapilmis ve intronik, 3’
UTR, 5’UTR bolgelerde yer alan bazi polimorfizmlerin YBMD ile iliskili
olabilecegine yonelik ¢eligkili sonuglar elde edilmistir (41,42). Bu bulgular YBMD
tedavisinde kullanilan medikal ajanlarin hedefledigi molekiil olan VEGF’nin
regiilasyonunda direkt ve/veya indirekt yolla meydana gelecek degisikliklerin hem
hastalik siirecini hem de tedaviye yanitt Onemli oranda etkileyebilecegini

desteklemektedir.

Tablo 1: YBMD’de rolii olan genler, lokuslar1 ve etki mekanizmalari

Genler Lokus Mekanizma

ARMS2/HTRA1 PLEKHA1 10926 TGF-B inhibitori

CFH, CFHR 1923.3-g31.1 Alternatif Kompleman Yolag1

C2,CFB 6p21.3 Alternatif Kompleman Yolag:

CX3CR1 3p21.3 Immiinregiilasyon

TLR3 4935 Hiicresel immiinite

APOE 19g13.2 Lipit transportu ve
metabolizmasi

C3 19p13 Kompleman Yolag1

VEGFA 6p21.1 Anjiogenezis

ERCC6 10q11 DNA Onarimi

RORA 15q ARMS2’ye benzer

COL10A1,COL8AL 6022.1,3q12.1 Kollajen matriks yolagi

TIMP3 22912.3 Ekstraseliiler matriks yolagi




YBMD’ye yatkinlik yaratan polimorfizmlere sahip bireylerde hastaligin
ortaya ¢ikmamasi sonucunda bu etkileri potansiyelize edebilecek koruyucu faktorleri
arastirmak amaciyla ¢alismalar gergeklestirilmistir. Bu calismalarda tek baslarina
YBMD’ye karst koruyucu etkiye sahip polimorfizmlerin yami sira, YBMD’ye
yatkinlik yaratan mekanizmalarin etkilerini potansiyelize ederek dolayli bir koruyucu
etki gosterebilecek polimorfizmler de saptanmistir (43-45). Bu polimorfizmlerin
hangi mekanizmalarla koruyucu etkiye sahip olduklar1 heniiz net olarak
bilinmemekle birlikte polimorfizm saptanan genlerin fonksiyonlar1 bu etkileri
destekler niteliktedir. Yapilan istatistiksel hesaplamalara gére bu polimorfizmlerden
bazilar1 YBMD’ye yatkinlik yaratan riskli bir allel varliginda da koruyucu etkilerini
devam ettirmektedirler (45). Tablo 2°de YBMD’ye karsi koruyucu etkiye sahip

oldugu gosterilen bazi polimorfizmler gosterilmistir.

Tablo 2: YBMD’ye kars1 koruyucu etkiye sahip bazi polimorfizmler

Genler Lokus Polimorfizm
SKIV2L 6p21.33 rs429608

MYRIP 3p22.1 rs2679798, rs1344189
BF 6p21.33 rs641153 (R32Q)

C2 6p21.33 rs550605

CFH (Complement Factor H)

Hem baz dizilimi hem de fonksiyonel agidan birbirleriyle benzerlikler gosteren
CFHR1-5 genleriyle birlikte ardigik olarak 1932-q32.1 bolgesinde yer alan CFH
geni; alternatif kompleman yolaginda yer alan ve hiicre lizisinde etkin rol oynayan
C5b-9 kompleksi olusumunun ilk basamagi olan, C3’iin C3a ve C3b’ye aktive
olmasmi ve olugsmus olan C3b’yi inhibe ederek alternatif kompleman yolaginin

regiilasyonundan sorumludur (44,46,47).
YBMD’li hastalardan aliman 6rnekler incelendiginde Bruch’s membraninda,

drusenlerde, C5b-9 kompleksi gibi kompleman kaskadinin bir¢cok komponentinin yer
aldig1 gosterilmistir (46,48,49).
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2005 yilinda Klein ve ark. ve Edwards ve ark. tarafindan CFH geninin 9.
ekzonundaki rs1061170 (Y402H) polimorfizminin YBMD ile iliskili oldugunun
gosterilmesinden sonra yapilan bir¢ok ¢alismada bu polimorfizm ile 6zellikle yas tip
YBMD arasinda kuvvetli bir iliski olduguna yonelik sonuglara ulasilmistir (46,50-
54). CFH geninin heparin ve C-reaktif protein’e (CRP) baglanma bdlgesinde
meydana gelen bu tirozin—=>histidin degisimi sonucunda inflamasyonun derecesinde
artma meydana geldigi ve bu sekilde YBMD’nin patogenezine katki yaptigi
disiiniilmektedir  (45,50). YBMD’li hastalarin  serumlarinda CRP artiginin
gosterilmesi bu hipotezi destekleyen bir bulgudur (55).

Bora ve ark. nin fare modelinde lazer kullanarak koroidal neovaskiilarizasyon
(KNV) olusturmaya calistiklar1 ¢alismalarinda 3" ve €57 farelerde KNV’nin
gelismedigi gozlenmistir. Yine ayni g¢alismalarda kompleman sisteminin klasik
yolagi ve lektin yolagindaki defektlerin KNV gelisimi tizerine etkisinin olmadigimnin
gosterilmesi, alternatif kompleman yolaginin yas tip YBMD’deki roliinii destekleyen
bir bulgudur (56,57).

Kopplin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Y402H varyantinin YBMD ile
iligkisinin yani sira ayni gendeki intronik rs1329428 polimorfizminin koruyucu etkisi
olduguna yonelik veriler de elde edilmistir (45). Tirk populasyonunda YBMD
etyolojisine yonelik yapilan bir ¢alismada da YBMD ile CFH ve ARMS2 genlerinin

polimorfizmleri arasinda bir iligki oldugu gosterilmistir (58).

Neovaskiiler YBMD tedavisinde yaygin olarak kullanilan anti-VEGF ajanlarin
yararliligint etkileyen polimorfizmler saptanmistir. Bu polimorfizmler arasinda
tedaviye cevabt en ¢ok etkileyen polimorfizmin CFH genindeki rs1061170
polimorfizmi oldugu gosterilmistir. Yapilan calismalarda en az 1 adet C alleline
sahip hastalarin tedaviye yanitlarinin diisiik oldugu ve tekrarlayan anti-VEGF
enjeksiyonlarina ihtiya¢ duyduklar1 gosterilmistir (59-61). Bu nedenle; rs1061170
polimorfizminin YBMD hastalarindaki dagiliminmi belirlemek bu hastalarin tedavi

diizenlemeleri agisindan da yarar saglayacaktir.
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HIF1A (Hypoxia-Inducible Factor-1a)

Hiicreler birgok yasamsal reaksiyonda gerekli olan ATP iiretimi icin biiylik
oranda oksijene gereksinim duyarlar ve oksijen gereksinimi arttiginda veya hipoksi
durumunda birgok farkli mekanizmayla bu gereksinimi karsilamaya caligirlar.
Hipoksinin; kanser, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi kronik
hastaliklarin yani sira YBMD’nin de patofizyolojisinde direkt veya indirekt olarak
rol aldigi bilinmektedir (62). Hipoksiye karsi gelistirilen hiicresel ve sistemik
cevaplarda en onemli roliin HIF-1’e ait oldugu gosterilmistir (63). Sekil 5’te HIF-

1’in rol aldig1 metabolik siirecler gosterilmistir.

Enerji ve Demir
Metabolizmasi

Hucre
proliferasyonu
ve canliligi

Anjiogenezis

Serebral ve
myokardiyal
iskemi

Embriyolojik
Gelisim

Tumor geligimi

Sekil 5: HIF-1’in rol aldig1 metabolik stirecler

HIF-1; 120 kDa’lik a ve 92 kDa’lik B alt birimlerinden olusan dimerik bir
proteindir (63). Bu alt birimlerden sadece a alt birimi HIF-1’e 6zgtdiir. a ve B alt
birimleri de kendi igerisinde 3 ayri alt birimden olugmaktadir: HIF-10/183, HIF-2a/23
ve HIF-30/3B. Bu dimerler igerisinden en ¢ok ¢alisilan HIF-10/1p dimeridir. HIF-1§
oksijen konsantrasyonundan etkilenmez. HIF-1a ise hipoksi durumunda stabilize
iken non-hipoksik kosullar altinda proteazomlar tarafindan hizlica degrade

edilmektedir (63). Bu degradasyon; farkli bolgelerdeki (gbz, beyin, pankreas vb.)

12



hemanjioblastomlarla karakterize herediter bir kanser tiirii olan von-Hippel Lindau
Sendromu’ndan sorumlu, tiimor baskilayict fonksiyona sahip, VHL geninin iiriinii
olan VHL proteini (pVHL) araciliiyla ger¢eklesmektedir (Sekil 6) (64,65). VHL
genindeki delesyonlar sonucu fonksiyon kaybi meydana gelmesinin HIF-1o’nin

stabilizasyonunu arttirdig1 gosterilmistir (66).

Absence of oxygen Presence of oxygen
‘ Hydroxyproline  pVHL

REETE O - L/

« HIF-« ) HIF @
Ublquntm
l * attachment

 HIF-« ; HIF-o

HIF-8 Proteasome

Hypoxia-inducible genes

“ ¢ NN

VEGF PDGF-8 TGF-a EPO HIF-« destroyed

Sekil 6: HIF-1a’nin VHL proteini araciligiyla degradasyonu. George DJ ve ark.
(2003)’ten alinmistir.

HIF-1a. proteini 14q23.2°de lokalize 15 ekzondan olusan HIF1A geni
tarafindan kodlanmaktadir (67). Hipoksik kosullar meydana geldiginde degradasyona
ugramayan HIF-10, HIF-1p ile dimerize olup HIF-1"1 olusturur (Bkz. Sekil 5). HIF-1
daha sonra hedef genlerindeki HIF-1 baglayan DNA bolgesine baglanarak ilgili
genin ekspresyonunda degisiklige yol agar (68). Hipoksi durumunda aktive olan ve

HIF-1 proteinini baglayic1 bolgeye sahip genlerden bazilar1 Tablo 3’te gdsterilmistir.

Retina insan viicudunda metabolik olarak en aktif dokularin baginda gelir. Bu

nedenle oksijen konsantrasyonundaki degisimlere karsi olduk¢a hassastir. Kronik
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hipoksi durumunda RPE hiicrelerinden VEGF gibi bir¢ok anjiojenik biiyiime
faktoriiniin  salgilandigr gosterilmistir (69). Hipoksinin etkin rol oynadigi goz
hastaliklarinda HIF1A ekspresyonunun arttigini gosteren bulgular elde edilmistir
(62,70). Retinal anjiomatoz proliferasyona ve koroidal neovaskiilarizasyona sahip
gozlerden alinan 6rneklerle yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmalarda, neovaskiiler

membranlarda HIF-1a ve HIF-2a ekspresyonu varligr gosterilmistir (71,72).

Tablo 3: HIF-1 hedef genlerinden bazilari

Gen Yolak
VEGF Anjiogenez
EPO Eritrosit metabolizmasi
GLUTL1, GLUT3 Glukoz transportu

HK1, HK2 Glukoz metabolizmasi

IGF2, IGFBP3, IGFBP1, Hiicre proliferasyonu
HMOX1 Demir metabolizmasi

EDN1, NOS2 Vaskiiler endotelyal cevap

HIF-1a; sistemik hipoksi durumunda aktive olan EPO geni ile bolgesel
hipoksi durumunda aktive olan VEGF geninin major diizenleyicisidir (73). Bir¢ok
calismada, HIF-lo'nin transaktivasyon kapasitesini arttirdiklar1 ~ gosterilen
rs11549465 (C1772T, P582S) ve rs11549467 (G1790A, A588T) polimorfizmleri ile
patofizyolojisinde kronik hipoksi ve neovaskiilarizasyonun onemli rol oynadigi
hastaliklar (6rn; kanser, myokardiyal iskemi) arasindaki iliski aragtirtlmistir (74-77).
Bu calismalarin bazilarinda bu polimorfizmlerle hastaliklar arasinda bir iliski
saptanmigken digerlerinde anlamli bir sonuca ulasilamamustir. Bunun nedeni bu
polimorfizmlerin, dokular arasinda farkli fonksiyonel etkiye ve ekspresyon profiline
sahip olmalar1 veya popiilasyonlar arasi dagilimlarinda farkliliklar bulunmasi

olabilir.

Son yillarda, hipoksinin patofizyolojisinde etkin rol oynadig1 bir¢ok hastalikta
tedavi hedefi olarak HIF-la iizerinde calismalar yapilmaktadir (78). SIRNA
kullanilarak HIF1A ekspresyonunun baskilandigi bir ¢aligmada ayn1 zamanda VEGF
ekspresyonunda da azalma gozlenmistir (79). Bu nedenle HIF1A, vyas tip
YBMD’deki rolii iyi bilinen ve tedavi yontemlerinde hedef alinan VEGF geninin

major diizenleyicisi olmasi nedeniyle; hem YBMD’nin patofizyolojisinin
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aydinlatilmasinda hem de gelecekteki tedavi segeneklerinin belirlenmesinde 6nemli

role sahip olabilir.

SKIV2L (Superkiller Viralicidic Activity 2, S. Cerevisiae Homolog-Like)

SKIV2L geni 6p21.33 bolgesinde lokalize olup, Saccharomyces cerevisiae’den
izole edilen antiviral protein Ski2p’yi kodlayan Ski2 geninin insanlardaki ortologudur
(80). S. cerevisiae’deki Ski2 geninde intron bulunmaz. SKIV2L geni ise; 4 kb
uzunlugunda transkript olusturan ve 1246 aminoasit kodlayan 28 ekzona ayrilmistir
(80,81).

Poly(A) kuyruklarinin kisaltilmast ve mRNA’nin “decapping” islemi hiicresel
RNA’nin yikiminda ve bdylece gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir
basamaktir. Mayalardaki Ski2p’nin de poly(A)" RNA molekiillerinin translasyonal
regiilasyonuyla antiviral aktivitelerde ©nemli rolii olan bir protein oldugu
bilinmektedir (82). insanlardaki SKIV2L geninin de ‘head-to-head’ konfigiirasyonda
oldugu RDBP geniyle birlikte benzer fonksiyonel o6zelliklere sahip oldugu
diistinilmektedir (81). Dangel ve ark. tarafindan SKIV2L proteininin yapisi
incelenmis ve; i) ATPaz ve RNA helikaz aktivitesine, ii) Protein dimerizasyonu igin
16sin zincirlerine, ve iii) Integrin ve hiicre adezyon molekiilleri i¢in ligand gorevi
goren RGD motifine sahip oldugu gosterilmistir (80). Qu ve ark., SKIV2L nin hemen
hemen biitiin dokularda eksprese edildigini ve hiicre i¢inde hem sitoplazma iginde
ribozomlarda (6zellikle 40S alt biriminde) ve polizomlarda, hem de niikleolusda
lokalize oldugunu gostermiglerdir. Ayrica, ayni c¢alismada, bu genin mRNA
degradasyonu araciligiyla gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rolii olabilecegi de

One stirtilmistiir (82).

SKIV2L geni, YBMD’de rolii oldugu bilinen kompleman yolagina ait C3
konvertazlari (C2, faktor B, C4A ve C4B) kodlayan birgok genle birlikte HLA Class
III bolgesi icerisinde ardigik olarak yer alir (80). Son yillarda HLA Class III
bolgesinde yer alan kompleman yolagi genlerindeki polimorfik varyantlarin YBMD

tizerindeki etkilerinin arastirllmasmin artmasiyla birlikte bu genlerin yakin
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komsulugunda yer alan genler de arastirilmaya baslanmistir (43-45, 83). Bu bolgede
yer alan BF ve C2 genlerindeki polimorfizmlerin YBMD’yle iliskili oldugu
gozlenirken; SKIV2L nin, RNA biyogenezinde rol aldiginin ve antiviral kapasiteye
sahip oldugunun diistiniilmesi nedeniyle YBMD’ye karsi koruyucu bir etkisi
olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. McKay ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada SKIV2L nin
kodlayici bolgesinde yer alan rs438999 (R151Q) polimorfizminin, YBMD’ye kars1
koruyucu bir etkisinin oldugu gosterilmis fakat; bu etkinin BF geninde yer alan
rs641153 (R32Q) polimorfizminden bagimsiz olup olmadigi saptanamamuistir (44).
Yine bu bolgede yer alan ve SKIV2L’nin de aralarinda bulundugu 4 gendeki
polimorfizmlerin, neovaskiller YBMD’ye benzer o6zelliklere sahip Polipoidal
Koroidal Vaskiilopati (PKV) ile iligkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada RDBP’deki
intronik rs3880457 ile SKIV2L nin 3’ translasyona ugramayan bolgesinde (3° UTR)
yer alan rs2075702 polimorfizmlerinin koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (84).

Kopplin ve ark. tarafindan yapilan bir tiim genom iligskilendirme ¢alismasinda
SKIV2L geninin intronik bolgesinde yer alan rs429608 polimorfizminin YBMD i¢in
koruyucu etkisi oldugu ve bu etkinin YBMD’ye yatkinlik yaratan polimorfizmlerin
varliginda da goriilmeye devam ettigi gosterilmistir (45). Bu baglamda SKIV2L
genindeki polimorfizmlerle YBMD arasindaki iliskiyi belirlemek riskli bir allel

tasiyan bireylerdeki hastalik gelisimini ongdrme agisindan degerli olacaktir.

MYRIP (Myosin Vlla- and —Rab-Interacting Protein)

Is1g1  abzorbe etme Ozelligi bulunan melanin pigmenti organizmada
melanozomlar igerisinde bulunmaktadir. Melaninler deride melanositler tarafindan,
gozde ise RPE tarafindan sentezlenmektedirler. Melanozomlar olgunlastiklar1 zaman
uzun menzilli, ¢ift yonlii, mikrotiibiil aracili yer degistirme ile hiicrenin periferine
transport edilirler; sonrasinda kisa menzilli, lokal hareketlerle de aktin filamanlarina
aktarilirlar. Bu yer degistirme islemi deride Rab27a, melanofilin ve myozin Va
tarafindan olusturulan bir kompleks tarafindan kontrol edilirken, retina pigment
epitelinde bu kompleksi Rab27a, MyRIP (ekzofilin) ve myozin VIla olusturmaktadir
(85). Bu ii¢ bilesenden herhangi birinde meydana gelen fonksiyonel ve/veya yapisal
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bozukluklarin farelerde ve insanlarda gorme problemlerine yol agtiklar1 bildirilmistir

(85,86).

Rab27a; hedef molekiillerine hem direkt hem de indirekt olarak baglanip,
Okaryotik hiicrelerde hiicre i¢i membran aligverisini kontrol ettigi diisiiniilen Rab
protein ailesinin bir alt tyesidir (87). Rab27a; derideki wild-type melanositlerde,
olgun melanozomlarin yiizeyinde bulunur. GTP’ye baglanip aktive olduktan sonra
melanofiline baglanir ve melanofilini melanozom ylizeyine stabilize eder. Daha
sonra melanofilin, myozin Va’ya tutunur ve myozin Va’nin motor birimi araciligiyla
melanozom-aktin baglantisi olusturulup melanozomlarin dendrit uzantilarina gog

hareketi saglanir (88).

Retinada, melanozomlarin retina pigment epitelinin apikal kisimlara
lokalize olup fotoreseptor disklerinin RPE hiicreleri tarafindan fagosite edilebilmesi
icin myozin VIla’ya ihtiya¢ vardir (89). Rab27a ile myozin VIla arasindaki
baglantiy1 ise melanofilinin homologu olan MyRIP proteini saglar (87). Melanofilin
ve MyRIP’in “aract protein” olarak melanozom-aktin baglantisin1 saglamalarinin
yant sira her iki proteinin de C-terminal bdlgelerinin yakinlarinda aktine baglanan
bolimlerinin  oldugu  disiinilmektedir (87,90). Rab27a-Myozin Va/Vlla-
Melanofilin/MyRIP arasindaki iligskinin sematik gosterimi Sekil 7°de gosterilmistir.

Sekil 7: Rab27a-Myozin Va/Vlla-Melanofilin/MyRIP arasindaki iligki. Seabra and
Coudrier (2004)’ten alinmustir.

Melanozomlarin yer degistirme dinamiginde meydana gelecek problemler
RPE hiicrelerinin fagositik ve otofajik siireglerinde de bozulmaya yol agacak ve 1518a

maruziyet sonucu agiga c¢ikan reaktif oksijen {rlinlerinin temizlenmesi de
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aksayacaktir. Melanozom transportundan sorumlu bu komplekste yer alan myozin
Vlla’yt kodlayan MYO7A genindeki mutasyonlarin konjenital sagirlik ve retinitis
pigmentoza ile karakterize Usher Sendromu Tip B (OMIM 276900) hastaligina;
RAB27A’y1 kodlayan RAB27A genindeki mutasyonlarin da albinizm ve
immiinyetmezlik ile karakterize Griscelli Sendromu’na (OMIM 607624) yol agtiklari
bilinmektedir.

Kopplin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada MYRIP genindeki bazi intronik
polimorfizmlerin (rs2679798, rs11129874, rs1344189) YBMD’ye karsi koruyucu
etkiye sahip olduguna yonelik sonuglara ulasilmistir (45). Bu genin melanozom
transportundaki rolii de géz Oniinde bulundurulursa bu gendeki polimorfizmlerin
ozellikle kuru tip YBMD ile iligkili olabilecegi diistintilmektedir. SKIV2L
genindekine benzer sekilde bu gendeki polimorfizmlerin de YBMD ile iliskisinin

belirlenmesi hastalik gelisimini 6ngdrme agisindan yararli olacaktir.
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Go6z Hastaliklar
Poliklinigi’nde takip altinda olan ve g¢alisma siiresinde yeni tani alan toplam 87
YBMD’li olgu (Hasta Grubu) ve 80 saglikli birey (Kontrol Grubu) ¢aligmaya dahil
edildi.

Hasta grubunda rutin poliklinik muayenesi sonucu, en az bir géziinde YBMD
tespit edilen 87 olgu ¢alismaya alindi. Bu gruptaki hastalarin segiminde su kriterlere
uyuldu:

1. Biyomikroskopla yapilan goz dibi muayenesinde, incelenen gozde
YBMD nin bulunmasi,

Sistemik bir hastaligin (Diabetes mellitus, hipertansiyon vb) bulunmamast,
Glokom olmamasi,

YBMD disinda retinal ya da makuler géz hastaliginin bulunmamasi,

o M DN

Anjioid streak, yogun inflamasyon, okiiler travma gibi koroid
neovaskiilarizasyonuna neden olabilecek durumlarin bulunmamasi,

6. >6 D iistii myopi olmamasi,

7. Goniilliilerin 55 yas ve tizerinde olmasi.

8. Rutin oftalmolojik muayeneyi engelleyecek diizeyde ortam opasitelerinin

olmamasi (Yogun katarakt, vitreus hemorajisi, korneal opasite ve skar).

Kontrol grubunda ise Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Goz
Hastaliklar1 Poliklinigi’ne bagvuran, 80 saglikli birey g¢alismaya dahil edildi. Bu
gruptaki hastalarin se¢iminde su kriterlere uyuldu:

1. Biyomikroskopla yapilan géz dibi muayenesinde, her iki gozde de
YBMD’ye ait bulgularin bulunmamasi,

Sistemik bir hastaligin (Diabetes mellitus, hipertansiyon vb) bulunmamast,
Glokom olmamasi,

Goz dibi muayenesinde retinal veya makuler hastaliklarin bulunmamasi,

ok~ w0 N

Anjioid streak, yogun inflamasyon, okiiler travma gibi koroid

neovaskiilarizasyonuna neden olabilecek durumlarin bulunmamasi,
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6. >6 D iistii myopi olmamasi,
7. Goniilliilerin 55 yas ve iizerinde olmast.
8. Rutin oftalmolojik muayeneyi engelleyecek diizeyde ortam opasitelerinin

olmamasi (Yogun katarakt, vitreus hemorajisi, korneal opasite ve skar).

Tiim olgularin sosyodemografik verileri, hastalik oykiileri ve iris renkleri
kaydedildi, ayrintili oftalmolojik muayeneleri yapilip fundus fotograflar1 alind1 ve

AREDS evreleme sistemine (4) gore hastaliklar1 evrelendirildikten sonra;

1. Her iki gruba ait bireylerden, genomik DNA izolasyonunda kullanilmak
tizere EDTA’l1 tiiplere 2-5 ml periferik kan 6rnekleri alindi.

2. izole edilen genomik DNA &rneklerinin konsantrasyonlar1 ve saflik
degerleri belirlendi.

3. Incelenecek gen bolgelerini kapsayacak dzgiin primer ciftleri kullanilarak
ilgili gen bolgeleri PCR yontemi ile ¢ogaltildi.

4. PCR firiinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek PCR isleminin kalitatif
kontrolii yapild.

5. PCR iiriinleri saflastirildiktan sonra ilgili bélgenin analizi i¢in dizi analizi

islemleri uygulanda.

Bu calisma icin, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay: alindi.
Tim katilimcilara uygulamalarin ayrintili agiklamalarini igeren bilgilendirilmis

goniillii olur formu okutularak, yazili izinleri alindu.

Periferik Kan Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Periferik kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonlar ticari kit (Quickgene
DNA Whole Blood Kit S, Fujifilm) kullanilarak otomatize niikleik asit izolasyon
cihazinda (Fujifilm Nucleic Acid Isolation System, Quickgene-810, Fujifilm)
gerceklestirildi. DNA izolasyonu i¢in uygulanan basamaklar, asagida maddeler

halinde verilmistir:
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1. EDTA’l tiiplere alinan periferik kan orneklerinden 200ul alinarak 1.5
ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi.

2. 200ul’lik orneklere, kitle birlikte saglanan 250ul lizis tamponu (Lyzis
Buffer; LDB) ve 30ul Proteaz (EDB) eklenerek, maksimum hizda 10-15 sn
vortekslendi (pulse-vorteks). Ornekler 56 ‘C’de 2 dk inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi drneklere 250 pl >%99 etanol eklenerek maksimum
hizda 10-15 sn vortekslendi (pulse vorteks). Kisa bir santrifiij islemi yapildi.

4. Lizatlar, kitle birlikte saglanan kartuslara aktarildi, kartuslar otomatize
genomik materyal izolasyon cihazina yerlestirildi ve “DNA WHOLE BLOOD”
modu secilerek DNA izolasyonu gergeklestirildi.

5. DNA izolasyonunda kullanilmak iizere cihazda bulunan ilgili tiiplere 26

ml/8 drnek “Yikama tamponu” ve 8 ml/8 drnek “Eliisyon Tamponu” eklendi.

Genomik DNA orneklerinin konsantrasyonlarimin ve saflik degerlerinin

belirlenmesi

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan periferik kanlardan izole edilen
genomik DNA o6rneklerinin konsantrasyonlari ve saflik degerleri, spektrofotometrik
yontemle (NanoDrop 2000c, ThermoScientific) belirlendi. Konsantrasyon 6l¢iimleri,
spektrofotometrenin  dsDNA  programinda gerceklestirildi ve her Ornegin

“konsantrasyon” ve “A260/280” degerleri kaydedildi (Bkz. EK 1).

PCR yontemi ile ilgili gen bolgelerinin cogaltilmasi

Ozgiin primerler tasarlanarak (Tablo 4), incelenecek gen bélgeleri PCR
yontemi ile c¢ogaltildi. PCR i¢in kullanilan bilesenler ve her bir primer ¢ifti i¢in

reaksiyon kosullar1 Tablo 5 ve 6’da gosterilmistir.
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Tablo 4: lgili gen bélgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ¢iftleri ve iiriin
biiyiikliikleri

Gen Uriin Primer Cifti
(Polimorfizm) Biiyiikliigii
(b¢)
CFH 240 b F-5 TCATTGTTATGGTCCTTAGGAAA 3’
(rs1061170) R-5’GAAAGACATGAACATGCTAGGA 3’
HIF1A 438 bg F-5° GGACACAGATTTAGACTTGGAG 3’
(rs11549465 -rs11549467) R-5" TACCTTTGACTCAAAGCGAC 3’
SKIV2L 290 bg F-5° CCTTCGGTGAGAGATGGACACTC 3’
(rs429608) R-5 GGAATAAGGGAGACGCTCAACT 3’
MYRIP 437 bg F-5’AGCAGACCAGGTAAGAAAGCTGT 3’
(rs2679798) R-5" TCTCCAACACCCCACTGCAGAA 3’

(F-Forward, R-Reverse)

Tablo 5: Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesen Adi Miktari
Mastermiks 25 pul
Kalip DNA Sul
Forward Primer 3ul
Reverse Primer 3ul

Su 14 pl
Toplam 50 pl

Tablo 6: Her bir gen bolgesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu termal profilleri

w CFH HIF1A SKIV2L MYRIP
B asam ak (Derece/Siire) (Derece/Siire) (Derece/Siire) (Derece/Siire)
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C/5dk  94°C/5dk 94°C/5dk 94°C/5dk
DNA Denatiirasyonu 94°C/30sn  94°C/30sn  94°C/30sn  94°C/30sn
Annealing d;(’gﬁ 55°C/30sn  59°C/30sn  59°C/30sn  59°C/30sn
Primer Uzatma 72°C/30sn 72°C/30sn  72°C/30sn  72°C/30sn
Son Uzatma 72°C/10dk  72°C/10dk  72°C/10dk  72°C/10dk
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Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen spesifik triinler %2’lik
agaroz jel elektroforeziyle kontrol edildikten sonra (100 bg¢ biiyiikligiinde markir
kullanilarak), bir sonraki asamada yapilacak olan dizileme reaksiyonunu inhibe
edebilecek PCR artiklarinin uzaklastirilmas: amaciyla, ticari kit (GF-1 PCR Clean-
up Kit, Vivantis) kullanilarak PCR iiriinleri saflagtirildi. Bu protokolde sirasiyla
asagidaki basamaklar uygulanmistir:

1. Uzerlerine distile su eklenerek hacimleri 100ul’ye tamamlanan PCR
triinlerine 500ul “Buffer PCR” eklenip, pipetaj ve vorteksleme ile
homojenizasyon saglandiktan sonra Ornekler temiz toplama tiiplerine
yerlestirilmis kolonlara aktarilip, 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

2. Toplama tiiplerindeki siv1 atildiktan sonra kolonlara 750 ul “Wash Buffer”
eklenip, 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

3. Toplama tiiplerindeki sivi atildiktan sonra, rezidiiel etanolii uzaklastirmak
icin kolonlar bir kez 10.000 x g’de bos olarak santrifiij edilmistir.

4. Temiz mikrosantrifiij tliplerine aktarilan kolonlara, kolon membraninin
tizerine denk gelecek sekilde, 50 ul “Elution Buffer” eklenmis ve oda
sicakliginda 2 dk bekletilip 10.000 x g’de 1 dk santrifiij uygulandiktan
sonra kolonlar atilarak saflastirma islemi tamamlanmistir.

5. Saflagtirma isleminden sonra piirifiye PCR iirlinleri %2’lik agaroz jelde

yiriitiilerek tirtinlerin kalitatif kontrolii yapilmistir (Bkz. EK 2).

Dizileme reaksiyonunun kurulmasi ve etanol ¢oktiirme islemi

PCR fiiriinlerinin saflagtirma islemleri tamamlandiktan ve iriinler %?2’lik
agaroz jelde yiiritiildiikten sonra hedeflenen bolgelerin dizilenmesi amaciyla dizi
analizi reaksiyonu kurulmustur. Dizileme reaksiyonu i¢in CFH, MYRIP ve HIF1A
gen bolgeleri igin reverse primerler; SKIV2L gen bolgesi igin forward primer
kullanilmistir. Dizileme reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve reaksiyon kosullari

Tablo 7 ve 8’de gosterilmistir.

23



Tablo 7: Dizileme reaksiyonunda kullanilan bilesenler

Kalip DNA 5ul
DTCS Quick Start Master Miks 8 ul
Primer (Forward/Reverse) 2 ul
Su Sul
Toplam 20 ul

Dizileme reaksiyonu karisimi orneklere eklenmeden once 96 °C’de 1 dk
predenatiirasyon uygulanmis, daha sonra tiiplere 15’er pl karisim eklenip reaksiyona

sokulmustur.

Tablo 8: Dizileme reaksiyonu termal profili

Basamaklar Sicaklik/Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C/2dk
DNA Denatiirasyonu 96°C/20sn
Annealing 30 dongii 50°C/20sn
Primer Uzatma 60°C/4dk

Dizileme reaksiyonundan sonra 6rneklere 5’er pl terminasyon soliisyonu (2 pl
Sodyum Asetat + 2 ul Sodyum EDTA + 1 pl Glikojen) eklenmis, pipetaj yapildiktan
sonra etanol ¢oktiirme islemine gecilmistir. Etanol ¢oktiirme isleminde sirasiyla su
basamaklar uygulanmuistir:

1. Ornekler iizerine, -20 °C’de bekleyen %96’lik etanol soliisyonundan 70 ml
eklenip pipetaj ve vorteksleme uygulandiktan sonra, 30 dk -20 °C’de
bekletilmis ve 14.000 rpm’de, 4 °C’de 15 dk santrifiij edilmislerdir.

2. Santrifiij isleminden sonra dipteki ¢okelti hareket ettirilmeyecek sekilde iistte
kalan etanol uzaklastirilmis ve -20 °C’de bekletilen %70’lik etanol
solisyonundan 170 ml eklenip, pipetaj uygulanmadan, 6rnekler 14.000
rpm’de 6 °C’de 7 dk santrifiij edilmistir.

3. Dipteki ¢okeltiyi hareket ettirmeyecek sekilde iistte kalan etanol
uzaklagtirilarak ornekler onceden 40 °C’ye ayarlanmis dry block’ta 40 dk

kurutulmaya birakilmistir.
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Etanol c¢oktiirme isleminden sonra kurutulan orneklere 40 pl 6rnek yiikleme
soliisyonu (formamid) eklenip, uygun bigimde pipetaj yapildiktan sonra ornekler
“Sample Plate”e yiiklenmis, iizerlerine buharlagmalarini engellemek i¢in mineral
yag1 eklenmistir. “Buffer Plate”e tampon soliisyonu eklendikten sonra iirlin
biiyiikliigline goére uygun okuma programi secilip dizi analizi islemi
gerceklestirilmistir (Beckmann-Coulter CEQ 8000™ Genetic Analysis System).
CFH ve SKIV2L gen bolgeleri i¢in kisa siireli, MYRIP ve HIF1A genleri i¢in uzun

stireli okuma programlari se¢ilmistir.

Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 11.0 programi kullanildi.
Hasta ve kontrol gruplar1 ve hasta grubundaki ‘kuru’ ve ‘yas tip’ gruplar1 arasinda
polimorfizm ve allel dagilimlart agisindan fark olup olmadigini degerlendirmek igin
ki-kare testi kullanildi. Her bir genotip ve allel dagilimi i¢cin Odds Ratio’lar
hesaplandi. Yas ve cinsiyete gore diizeltilmis OR’ler lojistik regresyon analiziyle
hesaplandi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya YBMD’li 87 hasta ve kontrol grubu olarak 80 saglikli birey dahil
edildi. Hasta grubu 48 erkek (% 55), 39 kadin’dan (% 45); kontrol grubu 40 erkek
(% 50) ve 40 kadin’dan (% 50) olusuyordu. Hasta ve kontrol gruplari arasinda
cinsiyet dagilimi ag¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0.537). Hasta
grubun yas ortalamasi1 72.13 + 5.77; kontrol grubunun yas ortalamasi 62.80 + 5.22
idi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki yas farki istatistiksel olarak anlamliydi
(p=.000). Bu nedenle hasta ve kontrol gruplarinin karsilastirildigr biitiin istatistiksel
analizler yasa goOre diizeltme yapilarak gergeklestirildi. Gruplarin demografik

ozellikleri Tablo 9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9: Calisma grubunun demografik 6zellikleri

Hasta grubu Kontrol grubu p degeri
Yas (ort £ SD)
72.13+5.77 62.80 = 5.22 0.000
Cinsiyet
Erkek (%) 48 (% 55) 40 (% 50)
Kadin (%) 39 (% 45) 40 (% 50) 0531

SD=Standard deviyasyon; ort=ortalama. Anlamli p degeri koyu olarak bigimlendirilmistir.

Calismaya dahil edilen YBMD hastalariin 42°si (%48) kuru tip, 45’1 (%52)
yas tip YBMD’ye sahipti. Yas tip YBMD’ye sahip olgularin yas ortalamas1 73.18 +
5.61 iken kuru tip YBMD’ye sahip olgularin yas ortalamasi 71.02 £+ 5.79 olarak
hesaplanmigtir. Hasta grubundaki YBMD olgularinin tipleri cinsiyete gore
siniflandirildiginda; 42 kuru tip olgunun 15’inin erkek (%35.7), 27°sinin kadm
(%64.3) ve 45 yas tip olgunun 33’tiniin erkek (%73.3), 12’sinin kadin (%26.7)
oldugu belirlendi (Tablo 10). Erkek hastalarda yas tip YBMD (%68), kadin
hastalarda kuru tip YBMD (%69) daha fazla gézlenmistir. Kuru ve yas tip YBMD
olgular1 arasinda cinsiyet dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlaml fark bulundu
(p=0.001). Yas tip YBMD igin erkek cinsiyete sahip olmak (OR=2.75; 95%CI 1.24-
6.07) riskli olarak bulunmustur.
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Tablo 10: Kuru ve yas tip YBMD’nin cinsiyete gore dagilimi

YBMD Tipi Toplam
Cinsiyet Kuru Yas
Erkek 15 33 48
Kadin 27 12 39
Toplam 42 45 87

CFH genindeki rs1061170 polimorfizminin dagiliminin belirlenmesi

CFH genindeki rs1061170 polimorfizminin yer aldigi bolgeye 6zgiin primerler
kullanilarak yapilan PCR sonucunda 240 bg biiyiikliigiinde spesifik reaksiyon triinii
elde edilmistir (Sekil 8).

300b¢ >
200b¢ >

<240b¢

Sekil 8: CFH geni rs1061170 polimorfizmini igeren bdlgeye ait PCR {iriiniiniin
%2’lik agaroz jeldeki goriintlisii. Markir 100 bg biiyiikliiglindedir.

PCR iirlinlerine saflastirma protokolii uygulandiktan sonra kisa okuma
programi segilerek dizi analizi islemi gergeklestirilmistir. Dizi analizi sonucuna gore

heterozigot polimorfizm saptanan bir hastanin sonucu Sekil 9°da gosterilmistir.
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89 | GCAGGCAACGTCTATAGATTTACCCTGTACARACTTTC TTCCATEATTTTGATTATATCCATTTTC
177 | CCTRAGGACCC

Sekil 9: CFH geni rs1061170 polimorfizminin heterozigot degisimini gosteren dizi
analizi sonucu.

Spesifik DNA iiriinleri ile yapilan dizi analizi sonuglarina gore hasta grubundan
18 (%20.5), kontrol grubundan 31 (%38.8) bireyde TT genotipi; hasta grubundan 44
(%50.5), kontrol grubundan 37 (%46) bireyde TC genotipi ve; hasta grubundan 25
(%29), kontrol grubundan 12 (%15.2) bireyde CC genotipi saptanmistir (Sekil 10).
Hasta ve kontrol gruplari arasindaki rs1061170 genotiplerinin dagilim fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.004). CC genotipine sahip bireylerde
YBMD goriilme riski, CT veya TT genotipine sahip bireylere goére daha yiiksek
bulunmustur (OR=2.28; 95%CI 1.05-4.93). Ayrica, TT genotipine sahip olmanin da
YBMD agisindan koruyucu etkiye sahip oldugu bulunmustur (OR=0.44; 95%ClI
0.22-0.87).

En az bir adet C alleli varlig1 agisindan degerlendirildiginde hasta grubundan
69 (%79.3), kontrol grubundan 49 (%61.2) bireyde en az bir adet C alleli
saptanmigtir. En az bir adet C alleli varligi agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur (p=0.006). En az 1 adet C alleli tasiyan
bireylerde YBMD goriilme riski, T alleli tasiyan bireylere gore daha yiiksek
bulunmustur (OR=2.42; 95%CI 1.22-4.81). Ayrica, en az bir adet T alleli tasimanin
da YBMD’ye kars1 koruyucu etkisi oldugu saptanmistir (OR=0.53; 95%CI 0.34-
0.83). Tablo 11°de hasta ve kontrol gruplart arasindaki genotip ve allel dagilimlari

Ozetlenmistir.
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Sekil 10: CFH geni rs1061170 genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarindaki dagilimi

Tablo 11: Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda CFH geni rs1061170 polimorfizmine
ait genotip ve allel dagilimlar

Hasta Kontrol OR (95%Cl) p
Genotip n (%) n (%)
1T 18 (20.5) 31 (38.8) 0.44 (0.22-0.87) 0.019
TC 44 (50.5) 37 (46.0) 1.13 (0.61-2.08) 0.757
cC 25 (29.0) 12 (15.2) 2.28 (1.05-4.93) 0.040
Allel
T 81 (46.5) 99 (61.9) 0.53 (0.34-0.83) 0.006
C 93 (53.5) 61 (38.1) 2.42 (1.22-4.81) 0.006

OR: Odds Ratio. Anlaml p degerleri koyu olarak bigimlendirilmistir.

Hasta grubundan kuru tip YBMD’ye sahip 42 olgunun 9’unda (%21.4) TT,
19°unda (%45.3) TC ve 14’tnde (%33.4) CC genotipt gozlenmistir. Yas tip
YBMD’ye sahip 9 olguda (9%20) TT, 25 olguda (%55.5) TC ve 11 olguda (%24.5)
CC genotipi saptanmistir. Kuru tip YBMD’li 33 (%78.7) ve yas tip YBMD’li 36
olguda (%80) en az bir adet C alleli saptanmistir (Tablo 12). Kuru ve yas tip
YBMD'’li olgular arasinda hem genotip dagilimi acgisindan hem de en az bir adet C
alleline sahip olma agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir

(p=0.621 ve p=1.000).
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Kuru ve yas tip YBMD’ye sahip olgularda rs1061170 polimorfizmi genotip ve

allel dagilimlarinin, kontrol grubundaki bireylerdeki dagilimlariyla karsilastiriimasi

Tablo 13 ve 14°te verilmistir.

Tablo 12: Kuru ve yas tip olgular arasinda CFH geni rs1061170 polimorfizmine ait

genotip ve allel dagilimlar

Kuru Tip Yas Tip OR (95%Cl) p
Genotip n (%) n (%)
TT 9(21.4) 9 (20.0) 1.04 (0.37-2.9) 1.000
TC 19 (45.3) 25 (55.5) 1.38 (0.59-3.21) 0.522
CcC 14 (33.4) 11 (24.5) 0.64 (0.25-1.64) 0.478
Allel
T 37 (44.0) 44 (48.8) 1.16 (0.63-2.12) 0.649
C 47 (56.0) 46 (51.2) 1.06 (0.57-1.97) 0.876
OR: Odds Ratio
Tablo 13: Kuru tip olgularla kontrol grubundaki CFH geni rs1061170
polimorfizmine ait genotip ve allel dagilimlarinin karsilastirilmasi
Hastalar Kontrol OR (95%Cl) p
n (%) n (%)
Kuru YBMD
TT 9(21.4) 31 (38.8) 0.43 (0.18-1.02) 0.680
TC 19 (45.3) 37 (46.0) 0.96 (0.45-2.03) 1.000
CC 14 (33.4) 12 (15.2) 2.83 (1.16-6.88) 0.035
TT vs (TC+CC) 2.32 (0.97-5.50) 0.068
T 37 (44.0) 99 (61.9) 0.48 (0.28-0.82) 0.010
C 47 (56.0) 61 (38.1) 2.06 (1.20-3.52) 0.010

OR: Odds Ratio. Anlamli p degerleri koyu olarak bi¢gimlendirilmistir.

Erkek ve kadin olgular ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; kuru ve yas tip gruplari

arasinda, hem genotip (erkeklerde p=0.347, kadinlarda p=0.880) hem de en az 1 adet

C alleli goriilmesi (erkeklerde p=0.700, kadinlarda p=0.693) acisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
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Tablo 14: Yas tip olgularla kontrol grubundaki CFH geni rs1061170 polimorfizmine
ait genotip ve allel dagilimlarinin karsilagtirilmasi

Hastalar Kontrol OR (95%Cl) p
n (%) n (%o)
Yas YBMD
1T 9 (20.0) 31 (38.8) 0.39 (0.16-0.93) 0.045
TC 25 (55.5) 37 (46.0) 1.45 (0.69-3.02) 0.355
CcC 11 (24.5) 12 (15.2) 1.83 (0.73-4.58) 0.231
TT vs (TC+CC) 2.53 (1.07-5.96) 0.045
T 44 (48.8) 99 (61.9) 0.58 (0.35-0.99) 0.062
C 46 (51.2) 61 (38.1) 1.69 (1.07-2.86) 0.062

OR: Odds Ratio. Anlaml1 p degerleri koyu olarak bicimlendirilmistir.

HIF1A genindeki rs11549465 ve rs11549467 polimorfizmlerinin

dagiliminin belirlenmesi

HIF1A genindeki rs11549465 ve rs11549467 polimorfizmlerinin yer aldigi
bolgeye 6zgiin primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda 438 bg biiyiikliiglinde
spesifik reaksiyon iiriinii elde edilmistir (Sekil 11).

500b¢ >
400b¢ >

Sekil 11: HIF1A geni rs11549465 ve rs11549467 polimorfizmlerinin yer aldigi
bolgeye ait PCR iiriiniiniin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. Markir 100 bg
biiyiikliigiindedir.

PCR firiinlerine saflagtirma protokolii uygulandiktan sonra uzun okuma

programi segilerek dizi analizi islemi gergeklestirilmistir. Dizi analizi sonucuna gore
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rs11549467 polimorfizmi agisindan normal ve rs11549465 polimorfizmi agisindan

heterozigot degisim saptanan bir hastanin sonucu Sekil 12°de gosterilmistir.

@ H-HB7.B08_12092914¥L & New Analysis : Untitled |
5008 69, 2.37 Analyzed Data

280
3.0— ﬂCTTGCGGH.‘\CTGCTTTCT.‘IATGHTGHCRHCTGHTCGRH

Fl
=1

1| TEACCGATC TTTGATGATETAC TATEATGGETEEATGEA TG TG EECAC TAGTAGTTTC TTTATGGTATE TEGETAGGAGE

89 | GCAATCARTATT TTAR T TG TC TTTC CATAC GETCTT T TG TCAC TG TTTTTAR TTC ATCAG TEETGECAG TG TAGTGE TS

177 | AGTAGGETTCTTGTATT TGAGTC TEC TEGARTAC TG TARC TETGC TTTEAGEAC TTECEC TTTCAGEEC TTEC GEAACTEC
Za5 GETGACF-\ACTGATCGF-\AGGAACGTAACTGGF—\AGTCATCATCCATTGGGATATAGGGAGCTI\A

Sekil 12: HIF1A geni rs11549465 (ince ok, heterozigot) ve rs11549467 (kalin ok,
wild-type) polimorfizmlerini gosteren dizi analizi sonucu.

Calismaya dahil edilen bireylerin higbirisinde rs11549467 (A588T)
polimorfizmi saptanmamistir. Bu nedenle rs11549467 polimorfizmi istatistiksel
analizlere dahil edilmemistir. rs11549465 (P582S) polimorfizmi agisindan
degerlendirildiginde; hasta grubundan 63 (%72.5), kontrol grubundan 54 (%67.5)
bireyde CC genotipi; hasta grubundan 23 (%26.4), kontrol grubundan 23 (%28.8)
bireyde CT genotipi; hasta grubundan 1 (%1.1) ve kontrol grubundan 3 (%3.7)
bireyde TT genotipi saptanmigtir (Tablo 15). TT genotipi saptanan birey sayisinin
diisiik olmasindan dolay1 bireyler CT veya TT genotipine sahip olma agisindan
gruplandirildiginda hasta grubundan 24 (%27.5) ve kontrol grubundan 26 (%32.5)
bireyde CT veya TT genotipi saptanmistir (Sekil 13). Hasta ve kontrol grubu
arasinda rs11549465 polimorfizminin dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmamistir (p=0.504).

Hasta grubundan kuru tip YBMD’ye sahip 42 olgunun 34’iinde (%81) CC,
7’sinde (%16.6) CT ve 1’inde (%2.4) TT genotipi saptanmisken; yas tip YBMD’ye
sahip 45 olgunun 29’unda (%64.4) CC, 16’sinda (%35.6) CT genotipi saptanmuistir.
Yas tip YBMD’ye sahip olgularda TT genotipine rastlanmamistir. YBMD klinik

tipleri arasinda rs11549465 polimorfizmi dagilimi acisindan istatistiksel olarak
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anlamli bir fark saptanmamustir (p=0.765). Tablo 16’da rs11549465 polimorfizminin

kuru ve yas tip olgular arasindaki dagilimlar1 gosterilmistir.

Tablo 15: Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda HIF1A geni rs11549465
polimorfizmine ait genotip ve allel dagilimlari

Hasta Kontrol OR (95%Cl) p
Genotip n (%) n (%)
CcC 63 (72.5) 54 (67.5) 1.26 (0.65-2.45) 0.504
CT 23 (26.4) 23 (28.8) 0.89 (0.45-1.75) 0.863
1T 1(1.1) 3(3.7) - -
Allel
C 149 (85.6) 131 (81.9) 1.31 (0.73-2.36) 0.375
T 25 (14.4) 29 (18.1) 0.75 (0.42-1.35) 0.375
OR: Odds Ratio
80% - ., 72.50%
20% - 67.50%
60% -
X 50%
:%é 40% - 3250% o m Kontrol Grubu
>~ 30% - Hasta Grubu
20% -
10%
0%
cC CT+TT
Genotipler

Sekil 13: HIF1A geni rs11549465 polimorfizmine ait genotiplerin hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki dagilimi

Erkek ve kadin olgular ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; kuru ve yas tip gruplar
arasinda, hem genotip (erkeklerde p=0.549, kadinlarda p=0.416) hem de en az 1 adet
T alleli goriilmesi (erkeklerde p=0.328, kadinlarda p=0.416) agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamastir.
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Tablo 16: Kuru ve yas tip olgular arasinda HIF1A geni rs11549465 polimorfizmine
ait genotip ve allel dagilimlart

Kuru Tip Yas Tip OR (95%Cl) p
Genotip n (%) n (%)
cC 34 (81) 29 (64.4) 0.42 (0.16-1.13) 0.098
CT 7 (16.6) 16 (35.6) 2.75 (0.99-7.61) 0.055
TT 1(2.4) - - ]
Allel

C 75 (89.3) 74 (82.2) 2.14 (1.10-4.17) 0.202
T 9 (10.7) 16 (17.8) 1.80 (0.74-4.33) 0.202

OR: Odds Ratio

Kuru ve yas tip YBMD’ye sahip olgularda rs11549465 polimorfizmi genotip

ve allel dagilimlarmin, kontrol grubundaki bireylerdeki dagilimlarinin

karsilastirilmas: Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17: Kuru ve yas tip olgularla kontrol grubundaki HIF1A geni rs11549465
polimorfizmine ait genotip ve allel dagilimlarinin karsilastirilmasi

Hastalar Kontrol OR (95%Cl) p
n (%) n (%)
Kuru YBMD
CC 34 (81.0) 54 (67.5) 2.04 (0.83-5.03)  0.140
CT 7 (16.6) 23 (28.8) 0.49 (0.19-1.27)  0.185
TT 1(2.40) 3 (3.70) - -
CCvs (CT+TT) 0.48 (0.19-1.20)  0.140
C 75 (89.3) 131 (81.9) 1.85(0.82-4.10)  0.142
T 9 (10.7) 29 (18.1) 0.54 (0.24-1.20)  0.142
Yas YBMD
CC 29 (64.4) 54 (67.5) 0.87 (0.40-1.88)  0.844
CT 16 (35.6) 23 (28.8) 1.36 (0.62-2.98)  0.431
TT - 3(3.7) - -
CCvs (CT+TT) 1.14 (0.53-2.47)  0.844
C 74 (82.2) 131 (81.9) 1.02 (0.52-2.08)  1.000
T 16 (17.8) 29 (18.1) 0.97 (0.49-1.91)  1.000

OR: Odds Ratio

34




SKIV2L genindeki rs429608 polimorfizminin dagiliminin belirlenmesi

SKIV2L genindeki rs429608 polimorfizminin yer aldigi bolgeye 06zgiin
primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda 290 bg¢ biiyiikliginde spesifik

reaksiyon triinii elde edilmistir (Sekil 14).

300bg>
200b¢>

€290bg¢

Sekil 14: SKIVZ2L geni rs429608 polimorfizmini igeren gen bdlgesine ait PCR
tiriinlinlin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi. Markir 100 bg biiytikliigiindedir.

PCR iiriinlerine saflagtirma protokolii uygulandiktan sonra kisa okuma
programi secilerek dizi analizi islemi gergeklestirilmistir. Dizi analizi sonucuna gore

heterozigot polimorfizm saptanan bir hastanin sonucu Sekil 15’te gosterilmistir.

@ K44.C04_120925188B - New Analysis : Untitled |

Analyzed Data
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GAGATTTGGCTEETCCTAGAGGAGTEEGETGEAGACGAGT CACTGGEGAGTCAATCCTTGGCCTC TTCTCCCCAGCTCCCA
CAGTEECTCAGATGTTATTCGEGACCTGEAGTEEETCATC TTTGATGAGGTTCACTATATCAACGATETCGAGGETAAGEEC

TCCCCAGAACCCGGECAGTCCTCTCCTTG

1
g9
17

Sekil 15: SKIVZL geni rs429608 polimorfizminin heterozigot degisimini gosteren
dizi analizi sonucu
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Hasta grubundan 74 (%85.1), kontrol grubundan 63 bireyde (%78.8) GG
genotipi; hasta grubundan 13 (%14.9), kontrol grubundan 16 bireyde (%20) GA
genotipi saptanmistir. Hasta grubunda hi¢ AA genotipi saptanmamisken kontrol
grubundan da sadece 1 bireyde (%1.2) AA genotipi saptanmustir. Tek bir bireyde AA
genotipi  saptandigr i¢in bu birey GA genotipi igerisinde gruplandirilmistir.
Polimorfik ‘A’ alleli kontrol grubunda daha fazla gézlenmekle birlikte hem genotip
hem de allel dagilimlar1 agisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p=0.318). Tablo 18’de hasta ve kontrol

gruplart arasindaki rs429608 polimorfizmi genotip ve allel dagilimlar1 6zetlenmistir.

Tablo 18: Hasta ve kontrol gruplart arasinda SKIV2L geni rs429608 polimorfizmine
ait genotip ve allel dagilimlar

Hasta Kontrol OR (95%Cl) p
Genotip n (%) n (%)
GG 74 (85.1) 63 (78.8) 1.53 (0.69-3.40) 0.318
GA 13 (14.9) 16 (20) 0.70 (0.31-1.57) 0.419
AA - 1(1.2) - -
Allel
G 161 (92.5) 142 (88.8) 1.57 (0.74-3.31) 0.453
A 13 (7.5) 18 (11.2) 0.71 (0.34-1.51) 0.453

OR: Odds Ratio

Hasta grubundan kuru tip YBMD’ye sahip 42 olgunun 33’linde (%78.6) GG,
9’unda (%21.4) GA genotipi saptanmisken; yas tip YBMD’ye sahip 45 olgunun
41’inde (%91.1) GG, 4’linde (%8.9) GA genotipi saptanmistir. Her iki tipte de AA
genotipine rastlanmamistir. Kuru ve yas tip YBMD olgulari arasinda ‘A’ alleline
sahip olma agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir
(p=0.108). Tablo 19’da kuru ve yas tip olgular arasindaki rs429608 polimorfizmi

genotip ve allel dagilimlar1 6zetlenmistir.
Kuru ve yas tip YBMD’ye sahip olgularda rs429608 polimorfizmi genotip ve

allel dagilimlarinin, kontrol grubundaki bireylerdeki dagilimlariyla karsilastirilmasi

Tablo 20°de verilmistir.
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Tablo 19: Kuru ve yas tip olgular arasinda SKIV2L geni rs429608 polimorfizmine ait
genotip ve allel dagilimlari

Kuru Tip Yas Tip OR (95%Cl) p
Genotip n (%) n (%)
GG 33 (78.6) 41 (91.1) 2.79 (0.79-9.89) 0.136
GA 9 (21.4) 4 (8.9) 0.35(0.1-1.26) 0.136
AA - - - -
Allel
G 75 (89.3) 86 (95.5) 2.58 (0.76-8.72) 0.152
A 9 (10.7) 4 (4.5) 0.38 (0.11-1.31) 0.152

OR: Odds Ratio

Tablo 20: Kuru ve yas tip olgularla kontrol grubundaki SKIV2L geni rs429608
polimorfizmine ait genotip ve allel dagilimlarinin karsilagtirilmasi

Hastalar  Kontrol OR (95%Cl) p
n (%) n (%)
Kuru YBMD

GG 33(78.6) 63(78.8) 0.98 (0.39-2.46) 1.000
GA 9 (21.4) 16 (20) 1.09 (0.43-2.73) 1.000

AA - 1(1.2) - -
GG vs (GA+AA) 1.01 (0.40-2.51) 1.000
G 75(89.3) 142(88.8)  1.05(0.45-2.46) 1.000
A 9(10.7) 18(11.2) 0.94 (0.40-2.21) 1.000

Yas YBMD

GG 41 (91.1) 63(78.8) 2.76 (0.86-8.80) 0.086
GA 4 (8.9) 16 (20) 0.39 (0.12-1.24) 0.131

AA - 1(1.2) - -
GG vs (GA+AA) 0.36 (0.11-1.15) 0.086
G 86 (95.5) 142 (88.8) 2.72(0.89-8.32) 0.102
A 4 (4.5) 18 (11.2) 0.36 (0.12-1.12) 0.102

OR: Odds Ratio

Erkek ve kadin olgular ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; kuru ve yas tip gruplari
arasinda, en az 1 adet T alleli goriilmesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir (p=0.662 ve p=0.151).
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MYRIP genindeki rs2679798 polimorfizminin dagiliminin belirlenmesi

MYRIP genindeki rs2679798 polimorfizminin yer aldigi bolgeye 06zgiin
primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda 437 bg biiyiikliginde spesifik

reaksiyon triinii elde edilmistir (Sekil 16).

500b¢-> <437b¢

400b¢->

Sekil 16: MYRIP geni rs2679798 polimorfizmini igeren gen bolgesine ait PCR
tirtiniiniin %?2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi. Markir 100 bg biiyiikliigiindedir.

PCR friinlerine saflastirma protokolii uygulandiktan sonra uzun okuma
programi segilerek dizi analizi islemi gergeklestirilmistir. Dizi analizi sonucuna gore

heterozigot polimorfizm saptanan bir hastanin sonucu Sekil 17°de gosterilmistir.

@ H24.B0O5_120831131D - New Analysis : Untitled |
643477, 2.98 Analyzed Data

3.0 + 300 3o 320
Fe o ¢ c & T o T T ¢ T T T T 6 T Tlcfo o & 4 T & & C CC C© T 6 & G T

Fluorescence
o.

E300 E400 E300 EEDD
Data Faints

1 |CCCTTACCTTCTTCAGC TCTTCCTGEACACTCTGGCTETTETC TTCAGAGGACAGACTTTCCTTC TEGTTCTCAGAT

89 |CTCAGACTCCTGATCCTCCCCTERAAGAAGTC TCCTTTTCACTCATTTTCATTGC TAACTCGTACAGCCTGTTTCTCC

177 | GTGEETGTCTETEAGAGTC TEGEEATCCCGAGCCTCATTGC TGATETC TETCTCTGATAAATCATCCGACACC TARAT
265 | TCATGAGATGAGGAGC CCTC TGC TACAGCCATSTTZC TTC TTGT‘IECCAATAACC CCTGAGTARAGGAMCATAG

Sekil 17: MYRIP geni 152679798 polimorfizminin heterozigot degisimini gosteren
dizi analizi sonucu
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Hasta grubundan 34 (%39), kontrol grubundan 25 (%31.2) bireyde GG
genotipi; hasta grubundan 37 (%42.5), kontrol grubundan 36 (%45) bireyde GA
genotipi; hasta grubundan 16 (%18.5) ve kontrol grubundan 19 (%23.8) bireyde AA
genotipi saptanmistir (Sekil 18).

0, - [v)
50% 45.0% 42.5%
20% 39.0%
4
31.2%
f 30% - 23.8% = Kontrol Grub
ontro rupu
T e 18.5%
= 20%
- Hasta Grubu
10%
0% -
GG GA AA
Genotipler

Sekil 18: Hasta ve kontrol gruplart arasinda MYRIP geni rs2679798 polimorfizmine
ait genotip dagilimlar

Allel dagilimlart agisindan gruplandirildiginda; hasta grubundan 53 (%61),
kontrol grubundan da 55 (%68.7) olguda en az bir adet ‘A’ alleli saptanmistir. Hasta
ve kontrol gruplar1 arasinda hem genotip (p=0.249) hem de allel dagilimlar
(p=0.332) acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamugtir. Tablo
21’de rs2679798 polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol gruplari arasindaki genotip

ve allel dagilimlar1 6zetlenmistir.

Tablo 21: Hasta ve kontrol gruplart arasinda MYRIP geni rs2679798 polimorfizmine
ait genotip ve allel dagilimlar

Hasta Kontrol OR (95%Cl) p
Genotip n (%) n (%)

GG 34 (39) 25 (31.2) 1.34 (0.7-2.55) 0.417
GA 37 (42.5) 36 (45) 0.9 (0.49-1.66) 0.757
AA 16 (18.5) 19 (23.8) 0.78 (0.37-1.63) 0.574
Allel

G 103 (59.1) 86 (53.8) 1.24 (0.8-1.92) 0.322

A 71 (40.9) 74 (46.2) 0.8 (0.51-1.23) 0.322

OR: Odds Ratio
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Hasta grubundan kuru tip YBMD’li 15 (%35.7), yas tip YBMD’li 19 (%42.2)
olguda GG genotipi; kuru tip YBMD’li 19 (%45.2) ve yas tip YBMD’li 18 (%40)
olguda GA genotipi ve; kuru tip YBMD’1i 8 (%19.1) ve yas tip YBMD’li 8 (%17.8)
olguda AA genotipi saptanmistir. Kuru tip YBMD’li 27 ve yas tip YBMD’li 26
olguda en az 1 adet A alleli saptanmistir. Kuru ve yas tip YBMD gruplar1 arasinda
hem genotip (p=0.621) hem de allel dagilimlar1 (p=0.661) acisindan istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik saptanmamuistir. Tablo 22°de kuru ve yas tip YBMD’ye
sahip olgular arasindaki rs2679798 polimorfizmi genotip ve allel dagilimlar

Ozetlenmistir.

Tablo 22: Kuru ve yas tip olgular arasinda MYRIP geni rs2679798 polimorfizmine
ait genotip ve allel dagilimlart

Kuru Tip Yas Tip OR (95%Cl) p
Genotip n (%) n (%)

GG 15 (35.7) 19 (42.2) 1.20 (0.5-2.86) 0.825
GA 19 (45.2) 18 (40.0) 0.8 (0.34-1.89) 0.668
AA 8(19.1) 8 (17.8) 1.06 (0.36-3.07) 1.000
Allel

G 49 (58.3) 56 (62.2) 1.07 (0.58-1.96) 0.878

A 35 (41.7) 34 (37.8) 0.93 (0.51-1.70) 0.878

OR: Odds Ratio

Erkek ve kadin olgular ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; kuru ve yas tip gruplar
arasinda, hem genotip (erkeklerde p=0.465, kadinlarda p=0.367) hem de en az 1 adet
T alleli gortilmesi (erkeklerde p=0.351, kadinlarda p=0.276) acisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
Kuru ve yas tip YBMD’ye sahip olgularda rs2679798 polimorfizmi genotip ve

allel dagilimlarinin, kontrol grubundaki bireylerdeki dagilimlariyla karsilastirilmasi

Tablo 23’te verilmistir.
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Tablo 23: Kuru ve yas tip olgularla kontrol grubundaki MYRIP geni rs2679798
polimorfizmine ait genotip ve allel dagilimlarinin karsilastirilmasi

Hastalar Kontrol OR (95%Cl) p
n (%) n (%)

Kuru YBMD
GG 15 (35.7) 25 (31.2) 1.22 (0.55-2.68) 0.686
GA 19 (45.2) 36 (45) 1.01 (0.47-2.13) 1.000
AA 8 (19.1) 19 (23.8) 0.75 (0.29-1.90) 0.649
GG vs (GA+AA) 0.81 (0.37-1.80) 0.686
G 49 (58.3) 86 (53.8) 1.20 (0.70-2.05) 0.502
A 35 (41.7) 74 (46.2) 0.83 (0.48-1.41) 0.502

Yas YBMD

GG 19 (42.2) 25 (31.2) 1.60 (0.75-3.42) 0.245
GA 18 (40) 36 (45) 0.81 (0.38-1.71) 0.707
AA 8 (17.8) 19 (23.8) 0.69 (0.27-1.74) 0.503
GG vs (GA+AA) 0.62 (0.29-1.32) 0.245
G 56 (62.2) 86 (53.8) 1.41 (0.83-2.40) 0.232
A 34 (37.8) 74 (46.2) 0.70 (0.41-1.19) 0.232

OR: Odds Ratio

En az bir allelde CFH geni rs1061170 polimorfizmine sahip bireylerde
SKIV2L ve/veya MYRIP polimorfizmi birlikteligi

CFH geni rs1061170 polimorfizmi igin en az bir adet C alleline sahip
olgularda SKIV2L ve MYRIP genlerindeki polimorfizmlerin koruyucu etkiye sahip
olup olmadiklarimi istatistiksel olarak degerlendirmek icin bireyleri gruplandirdik.
Hasta grubundan 11 (%12.6), kontrol grubundan 9 (%11.2) bireyde CFH geni
rs1061170 polimorfizmi agisindan en az 1 adet C alleli ile birlikte, SKIV2L geni
rs429608 polimorfizmi agisindan da en az 1 adet A alleli bulunuyordu. Hasta ve
kontrol gruplart arasinda CFH ve SKIV2L gen polimorfizmlerinin birlikteligi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.816) (Tablo 24).

41



Hasta grubundan 45 (%51.7), kontrol grubundan 30 (%37.5) bireyde CFH
geni rs1061170 polimorfizmi agisindan en az 1 adet C alleli ile birlikte MYRIP geni
152679798 polimorfizmi agisindan da en az 1 adet A alleli bulunuyordu. Hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda CFH ve MYRIP gen polimorfizmlerinin birlikteligi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.087) (Tablo 24).

Hasta grubundan 5 (%5.7), kontrol grubundan 7 (%8.7) bireyde CFH geni
rs1061170 polimorfizmi agisindan en az 1 adet C alleli ile birlikte SKIV2L geni
rs429608 ve MYRIP geni rs2679798 polimorfizmleri agisindan da en az 1’er adet A
alleli bulunuyordu. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda CFH, SKIV2L ve MYRIP gen
polimorfizmleri birlikteligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p=0.554) (Tablo 24).

Tablo 24: Hasta ve kontrol grubunda CFH, SKIV2L, MYRIP genlerindeki
polimorfizmlerin birlikteligi

Hasta Kontrol
n (%) n (%) D
(+) () (+) ) (OR; 95%Cl)
CEHTe/cC n 6 . . -
SKlv;_GA’AA (126)  (874) (11.2)  (88.8) (0.87; 0.34-2.23)
CEHTc/cC 45 " 0 " o
MYR;LPGNAA (61.7)  (48.3) (375  (62.5) (0.56; 0.30-1.03)
CFHTc/ec ; - , . e
SKlv;LGNAA (5.7)  (943) (87 (913 (L57; 047-517)
+
MYRIP CAAA

OR: Odds Ratio
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Hasta grubundan kuru ve yas tip YBMD’li bireyler arasinda da;
CFH+SKIV2L (p=0.110), CFH+MYRIP (p=0.831) ve CFH+SKIV2L+MYRIP
(p=0.669) gen polimorfizmlerinin birlikteligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik saptanmadi (Tablo 25).

Tablo 25: Kuru ve yas tip YBMD’li olgularda CFH, SKIV2L, MYRIP genlerindeki
polimorfizmlerin birlikteligi

Kuru Tip Yas Tip
(+) ) ) ¢) (OR; 95%Cl)
CFHTc/cc g ” . 4o 0110
SK|V2+|_GA’AA (19) (81) (6.6) (93.4) (0.30; 0.07-1.23)
CFHTc/cC ’1 ’1 y o .
+
MYRIPGAAA (50) (50) (53.3)  (46.7) (1.14; 0.49-2.65)
CFHTC/CC
+
SKIV2LCAMA 3 39 2 43 0.669
+ (7.1) (92.9) (4.4) (95.6) (0.60; 0.09-3.81)
MYRIP CAAA

OR: Odds Ratio
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TARTISMA

Tip alanindaki gelismeler sonucu beklenen yasam siiresinin artmasina paralel
olarak hem diinyadaki hem de iilkemizdeki yash niifusun genel popiilasyona orani
her gegcen yil artmaktadir. Bu gelismelerin sonucunda, yaslanmanin dogal sonucu
olan dejeneratif siirecin primer rolii tistlendigi multifaktoriyel hastaliklar ile ilgili tam
ve tedavi modalitelerinde yeni arayislar 6n plana ¢ikmaya baslamistir. Yaslanma
stirecinin en ¢ok etkiledigi organlardan birisi gozdiir. Katarakt, glokom gibi
hastaliklarin tedavilerinde 6nemli yontemler gelistirilmis olmakla birlikte YBMD
icin heniiz kesin bir koruyucu ve/veya tedavi edici yontem gelistirilememistir. Bunun
sonucu olarak YBMD; ozellikle gelismis iilkelerdeki santral, kalici gorme kaybinin
Oonemli bir nedeni olup 65 yas iizerindeki korliiglin en yaygin sebebini

olusturmaktadir (4).

YBMD; erken, orta ve ileri evre YBMD olarak tige ayrilir. Erken ve orta evre
YBMD drusen varlig1, sayist ve boyutlarina gore birbirlerinden ayrilirlar. ileri evre
YBMD de kendi icerisinde; RPE, fotoreseptor ve koryokapiller kaybi ile karakterize
‘atrofik’ (kuru veya neovaskiiler olmayan) ve noéral retinanin hasarlanmasi sonucu
subretinal boslukta anormal yeni damar olusumu ile karakterize ‘neovaskiiler’ (yas
veya eksudatif) tip olmak tizere iki fenotipe ayrilmaktadir (6,7). Biz ¢alismamizda

ileri evre YBMD hastalariyla saglikli bireyleri karsilastirdik.

Olgularin ¢ogunlugunda atrofik tip (%80-90) goriilmekle birlikte klinik agidan
gorme kayiplarinin biiyiilk ¢ogunlugundan neovaskiiler tip sorumludur. Bizim
calismamizda hasta grubunda bulunan olgularin yas ve kuru tip YBMD’ye sahip
olma oranlari birbirine benzerdi (%52 ve %48). Yas tipin genel YBMD
popiilasyonundaki beklenen orandan (%10-20) daha fazla olmasi, hasta grubumuzun
yas ortalamasinin yas tip YBMD’nin daha sik gorildiigii yas grubu araligina (>75
yas) yakin olmasina bagl olabilir. Bununla birlikte, yas ve kuru tip YBMD’ye sahip
olgularin yas ortalamalariin birbirine yakin olmasindan dolay1 (73.18 + 5.61 vs.
71.02 £ 5.79) bu oranlarin benzer olmasi1 baska nedenlerle agiklanabilir. Birincisi;

hastanemizin referans hastane olmasindan dolayi, yas tip YBMD’ye sahip hastalarin,
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tanilarinin dis merkezde konmus olmasina ragmen, tedavilerinin diizenlenmesi i¢in
hastanemize yonlendirilmeleri poliklinikte goriilen yas tip YBMD’li hasta sayisini
arttirmaktadir. IKincisi; hasta segiminde, belirlenen kriterlere baglilik disinda
herhangi bir yanlilik bulunmamasi nedeniyle ¢alisma popiilasyonunun genis 6lgekli

olmamasi da oranlarin tesadiifen bu sekilde olusmasini etkilemis olabilir.

YBMD’deki en 6nemli risk faktorii ‘ileri yas’tir. Yas ilerledikge YBMD
gelisme riski de artmaktadir. Blue Mountains ¢alismasinda 5 yillik ileri evre YBMD
(atrofik ve neovaskiiler) insidansi toplamda %1.1, <60 yas i¢in %0, 60-69 yas icin
%0.6, 70-79 yas icin %2.4 ve >80 yas i¢in %5.4 olarak bulunurken; 5 yillik erken
evre YBMD insidansi toplamda %8.7, <60 yas i¢in %3.2, 60-69 yas i¢in %7.4, 70-79
yas i¢in %]18.3 ve >80 yas igin %14.8 olarak bulunmustur (14). Bizim toplam
calisma popiilasyonumuzun yas ortalamasi 67.66 = 7.22, hasta ve kontrol gruplarinin
yas ortalamalar1 da sirasiyla 72.13 + 5.77 ve 62.80 + 5.22 idi. Her iki grubun yaslari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.000). Bu nedenle hasta ve
kontrol gruplarmin karsilastirildign istatistiksel analizler yasa gore diizeltme
yapilarak gergeklestirildi. Kontrol grubunu olusturan bireylerin %30’u (n=24 hasta)
55-59 yas arasinda yer alirken, YBMD grubunda bu yas araliginda hi¢ hasta
bulunmamasi bu farkin nedeni olabilir. Kontrol grubunun yas ortalamasinin daha
diisiik olmasinin nedeni olgularimizin c¢aligmaya dahil edilme kriterlerine baglh
olabilir. Dogrudan ileri yasla iliskili olan ve YBMD hastalig1 ile beraber ileri yas
grubunda daha sik goriilen, diyabetes mellitus gibi gozii etkileyebilecek sistemik
hastaliklarin diglama kriteri olmas1 kontrol grubunda yas ortalamasinin daha diisiik

olmasini agiklayabilir.

YBMD’de cinsiyetin bir risk faktorii olup olmadiginin arastirildigi calismalarda
celigkili sonuglara ulagilmistir. ‘Beaver Dam Eye Study’ ve ‘Blue Mountains Eye
Study’ c¢aligmalarinda kadinlarda YBMD’nin daha fazla oldugu gozlenmisken;
‘Rotterdam Study’ calismasinda kadinlardaki YBMD prevalanst daha diisiik olarak
bulunmustur (14,15,91). Kadinlarda YBMD’nin daha fazla gézlenmesi kadinlardaki
beklenen yasam siiresinin erkeklerden daha fazla olmasina bagli olabilir (12). Bizim

calisma popiilasyonumuzda erkek ve kadin cinsiyetlerinin yas ortalamalar1 birbirine
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yakind1 (Erkek: 68.25+7.19; Kadin: 67.01 + 7.24). YBMD grubu ile kontrol grubu
arasinda cinsiyet dagilimi agisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p=0.537). Calisma popiilasyonumuz, hem sigara kullanimi: hem de
YBMD gelisimi agisindan risk olusturabilecegi diisiiniilen fakat kesin olarak risk
faktorii olarak kabul edilmeyen diger parametreler (alkol kullanimi, obezite, kan lipit

diizeyleri gibi) agisindan degerlendirmeye alinmadi.

Son on yilda ‘Tiim Genom Iliskilendirme Calismalari’'nin (GWAS) yaygin
olarak kullanilmaya baslanmasiyla YBMD ile iliskili olabilecek genler ve bu
genlerdeki polimorfizmlerle ilgili bircok calisma gergeklestirilmistir. Ik olarak 2005
yilinda {i¢ arastirma grubu tarafindan CFH genindeki rs1061170 polimorfizminin
YBMD ile iligkili oldugunun gosterilmesinden sonra yapilan genis Olgekli
calismalarda da bu polimorfizmin YBMD i¢in bagimsiz risk faktorii oldugunu
destekleyen bulgular elde edilmistir (46,50,51). Bu ¢aligmalarda rs1061170
polimorfizmi agisindan en az 1 adet C alleli tasimanin YBMD gelisim riskini 2-3 kat
arttirdi@r  gosterilmistir (45,46,50,51,92-94). Bizim ¢alismamizda da rs1061170
polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmustur (p=0.004). En az 1 adet C alleline sahip olmak YBMD gelisim
riskini 1.86 kat arttirirken, CC genotipine sahip olmak riski 2.28 kat arttirmaktadir.
lleri yasin YBMD igin bagimsiz risk faktorii olmasindan ve hasta ve kontrol
gruplarimiz arasinda istatistiksel olarak anlamli yas farki bulunmasindan dolayi, yas
faktoriiniin etkisini sifirlamak igin yasa gore diizeltme yaptigimizda en az 1 adet C
alleline sahip olmanin YBMD gelisimini 2.42 kat (95%CI 1.22-4.81) arttirdig1
saptanmugtir. Bu bulgular, CFH geni rs1061170 polimorfizmi agisindan en az 1 adet
C alleli tagimanin yastan bagimsiz olarak YBMD gelisimi agisindan risk faktorii
oldugunu desteklemektedir. Ek olarak, hem TT genotipine sahip olmanin (OR=0.44;
95%CI 0.22-0.87) hem de en az 1 adet T alleli tasimanin (OR=0.53; 95%CI 0.34-
0.83) YBMD agisindan koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Calisma
popiilasyonumuzun sayisinin  goreceli olarak az olmasmin bu sonuglari
etkileyebilecegi diisiiniilebilir. Bununla birlikte, Klein ve ark.’nin rs1061170
polimorfizminin YBMD igin risk faktorii oldugunu belirledikleri ¢aligmalarinda da,
AREDS calisma grubundan 96 YBMD hastast ve 50 saglikli birey bulunuyordu.
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Edwards ve ark., 224 YBMD hastas1 ve 134 saglikli bireyle yaptiklar1 caligmalarinda
rs1061170 polimorfizmi agisindan en az 1 adet C alleline sahip olmanin YBMD
riskini (OR=2.70; 95%CI 1.9-3.9) arttirdigin1 géstermislerdir.

YBMD ile ilgili iilkemizde son yillarda bir farkindalik olusturulmaya
calistimaktadir. Bununla birlikte ilkemizde, YBMD ile ¢esitli genlerdeki
polimorfizmler arasindaki iliskilerin arastirildigi ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
Soysal ve ark. tarafindan yapilan, YBMD’ye sahip 147 hasta ve saglikli 105 bireyin
dahil edildigi c¢alismada Tiirk popiilasyonundaki YBMD hastalarinda CFH ve
HTRA1 genlerindeki rs1061170 ve A69S polimorfizmleri arastirilmis, hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda rs1061170 polimorfizmi dagilimi agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmustur. Soysal ve ark’nin ¢alismasinda elde edilen
genotip oranlariyla bizim calismamizda bulunan genotip oranlari birbirine ¢ok
benzerdir. Literatiirde, rs1061170 polimorfizmi ile YBMD arasinda bir iligkinin
tespit edilemedigi caligmalar da bulunmaktadir (52,94-96). Magnusson ve ark., farkli
toplumlardaki rs1061170 polimorfizmi dagilimini inceledikleri calismalarinda bu
polimorfizmin Asya toplumlarinda (Japonlarda %38.1, Cinlilerde %6.8) diger
toplumlara (Beyaz irkta %39, Afrikalilarda %30.7) gore daha az saptandigini
bulmuslardir. Gotoh ve ark., Japon hastalarla yaptiklari ¢aligmalarinda rs1061170
polimorfizmi ile YBMD arasinda bir iliski olmadigina yonelik sonuglara
ulagmislardir. Toplumlar arasinda farkliliklarin oldugunu gosteren ¢alismalar gibi
ayni toplum iginde farkli sonuglarin elde edildigi ¢alismalar da bulunmaktadir.
Ornegin; Cin toplumundan bireylerle yapilan c¢aligmalarda, Xu ve ark., yas tip
YBMD’li 121 hasta ve saglikli 132 birey arasinda rs1061170 polimorfizminin
dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamazken; Lau ve ark.,
YBMD’li 163 hasta ve saglikli 232 bireyle yaptiklari calismalarinda ‘C’ allelinin Cin
toplumunda goriilme frekansini diisiik bulmalarina karsin bu allele sahip olmanin
YBMD riskini anlamli olarak arttirdigint gostermislerdir. Lau ve ark’nin
calismalarindaki hastalarin Cin’in Tayvan bdlgesinden olmasi iki ¢aligma arasindaki
farkt aciklayabilir. Soysal ve ark.’nin yaptigi ¢alisma ve bizim ¢aligmamizdan elde
ettigimiz veriler CFH geni rs1061170 polimorfizminin iilkemiz popiilasyonu

acisindan da risk teskil ettigini destekleyici niteliktedir. Bununla birlikte, hem bizim
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calismamiz hem de Soysal ve ark nin ¢aligmasi iilkemizin belli bir cografi bolgesinde
yapilmigtir (Denizli ve Afyon). Her iki ilin birbirlerine komsu olup benzer
sosyodemografik o0zelliklere sahip olmasi, c¢alismalar sonucunda elde edilmis
verilerin benzerligini aciklayabilir. Farkli bolgelerde yapilacak c¢alismalar bu
polimorfizmin iilkemiz genelindeki dagilimmi belirlemek acisindan daha yararli

olacaktir.

Yapilan caligmalarda rs1061170 polimorfizminin daha ¢ok yas tip YBMD’ye
sahip olgularda gozlendigine yonelik veriler bulunmaktadir (46,50-53,97). Bizim
calismamizda ise kuru ve yas tip olgular arasinda rs1061170 polimorfizminin
dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (p=1.000).
Kuru ve yas tip YBMD’li olgular ayr1 ayr1 kontrol grubundaki bireylerle
karsilastirildiginda; C alleline sahip olmanin yarattigi riskin kuru tip YBMD’li hasta
grubundan kaynaklandigi, T alleline sahip olmanin yarattig1 koruyucu etkinin de yas
tip YBMD’li hastalarla kontrol grubundaki bireyler arasindaki farktan kaynaklandigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte, istatistiksel iliski saptanamayan alt gruplardaki p
degerlerinin anlamlilik sinir1 olan <0.05 degerine yakin olmasi, 6rneklem boyutunun
artmasiyla gizli kalmis olan, istatistiksel olarak anlamli iligkilerin ortaya
cikabilecegini desteklemektedir. Magnusson ve ark., izlandali 278 yas tip ve 203
kuru tip YBMD hastast ile 171 saglikli bireyi karsilastirdiklar1 caligmalarinda
rs1061170 polimorfizminin her iki tip icin de benzer riske sahip oldugunu

gostermislerdir (94).

YBMD’nin tedavisinde cerrahi ve medikal olarak birgok ydntem
denenmektedir. VEGF’nin, 0zellikle yas tip YBMD’deki roliiniin anlasilmasi
izerine, esas olarak kanser tedavisinde kullanilan bevasizumab, ranibizumab gibi
anti-VEGF ajanlar YBMD tedavisinde de kullanilmaya baslanmis ve basarili
sonuglar elde edilmistir (31-33). Bununla birlikte, anti-VEGF tedavisi verilen
hastalarin bazilarinda iyilesme gozlenirken digerlerinde g6zlenmemesi bu tedaviyi
etkileyebilecek faktorlerin de arastirilmasi ihtiyacini dogurmustur. CFH genindeki
rs1061170 polimorfizminin anti-VEGF tedavisine yanit1 etkiledigine dair kiimiilatif

veriler bulunmaktadir (59-61,97). Bu ¢alismalarin bazilarinda C alleli agisindan
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homozigot olmanin tedaviye yaniti negatif olarak etkiledigi gdsterilmisken (59,60);
digerlerinde (61) tedaviye yanit ile rs1061170 polimorfizmi arasinda herhangi bir
iliskili gosterilememistir. Ilging olarak, bu calismalarda, C alleli acisindan

heterozigot olmanin tedaviyi etkilemedigi sonucuna da ulasilmistir.

Son yillarda VEGF’ nin etkilesimde oldugu diger genlerdeki polimorfizmlerin
de anti-VEGF tedavisine verilen cevap tizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismalar
yapilmaktadir (60,98,99). Wang ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada PLA2G12A
genindeki rs2285714 polimorfizmi ile anti-VEGF tedavisine iyi yanit arasinda zayif
da olsa bir iliski saptanmistir (98). Wickremasinghe ve ark. subfoveal koroidal
neovaskiilarizasyona sahip, anti-VEGF tedavisi verilen 192 YBMD hastasiyla
yaptiklar1 calismada APOE genindeki €4 allelinin tedaviye iyi yanitla iliskili
oldugunu bulmuslardir (99).

YBMD’nin patofizyolojisinde kronik hipoksi 6nemli bir yer tutmaktadir.
Hiicrenin hipoksiye verdigi cevabin diizenlenmesinde major role sahip olan HIF-1
proteininin fonksiyonel etkisi, hipoksik kosullarda stabilize olan o alt birimine
baglidir. Hiicrede hipoksik kosullar meydana geldiginde, o alt birimini kodlayan
HIF1A geni, aralarinda VEGF’nin de bulundugu bir¢ok genin ekspresyonunu
degistirerek apoptotik, anjiojenik ve glikoz metabolizmas: ile ilgili yolaklarin
aktivitesini regiile eder. Forsythe ve ark., HIF-1’in, hipoksik hiicrelerdeki VEGF
transkripsiyonunun diizenlenmesinde etkili oldugunu gdstermislerdir (73). Non-
hipoksik kosullar altinda HIF-la degrade oldugu i¢in dokularda HIF-1 tespit
edilememektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda koroidal neovaskiiler
membranlardan alinan 6rneklerle yapilan immiinohistokimyasal ¢alismalarda HIF-1a
ve HIF-2a alt birimlerinin varligi gosterilmistir (71,72). Literatirde, HIF1A
genindeki polimorfizmlerle ¢esitli kanser tiirleri ve myokardiyal iskemi gibi kronik
hipoksinin rol aldigi hastaliklar arasindaki iligkilerin arastirildigi ¢aligmalar
bulunmasina ragmen, bu polimorfizmlerin YBMD ile iliskisinin arastirildigi bir

¢alisma bulunmamaktadir.
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Yukaridaki bilgiler 1s18inda, HIF-1a’y1 kodlayan HIF1A geninin YBMD ile
hem direkt (patofizyolojik) hem de indirekt (anti-VEGF tedavisine yaniti diizenleme)
olarak iliskili olabilecegini diisiindiigiimiiz i¢in ¢alismamizda; hem hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda hem de hasta grubumuzdaki kuru ve yas tip olgular arasinda HIF1A
polimorfizmlerinin dagilimim karsilagtirdik. Calismaya dahil edilen higbir bireyde
rs11549467 (G1790A) polimorfizmine rastlanmamistir. EK olarak, hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda rs11549465 (C1772T) polimorfizmi agisindan da istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik saptanmamustir. Yas tip YBMD’ye sahip olgularda rs11549465
polimorfizmi kuru tip YBMD’ye sahip olgulara gore daha fazla gdzlenmis olmasina
ragmen (sirastyla %35 ve %19) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamistir (p=0.765). Bununla birlikte, hasta sayis1 arttirilirsa kuru ve
yas tip YBMD’ye sahip olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
ortaya ¢ikabilir.

Fransen ve ark., kolorektal kanser hastalar1 ile yaptiklari ¢aligmalarinda hasta
grubuyla kontrol grubu arasinda rs11549465 (C1772T) ve rs11549467 (G1790A)
polimorfizmleri dagilimi a¢isindan anlamli bir fark bulamamislardir; fakat 1772T
allelinin ilseratif biiylime paterni gosteren tiimore sahip hastalarda polipoid patern
gosteren tlimore sahip hastalara gore anlamli olarak daha fazla oldugunu
bulmuglardir (100). Resar ve ark., iskemik kalp hastaligina sahip hastalarda C1772T
ve G1790A polimorfizmleri ile kollateral olusumu arasindaki iliskiyi arastirdiklar:
caligmalarinda 1772T allelinin kollateral olmayan hastalarda kollateral gelisen
hastalara oranla daha fazla oldugunu bulmuslar ve 1772CC genotipinin ¢oklu damar
hastaligiyla iligkili oldugunu o6ne siirmislerdir (77). Bu sonug C1772T
polimorfizminin azalmig HIF-1 aktivitesiyle anjiojenik biiylime faktorlerinin
salimmmini  azalttigimi  ve sonu¢ olarak kollateral olusumunu engelledigini
desteklemektedir. Gerek calismaya alinan hasta sayisinin (n=100) gerekse CT/TT
degisimi gozlenen hasta sayisinin (n=13/100) az olmasinin bu sonuca yol agabilecegi
ihtimali g6z 6niinde bulundurulmakla birlikte bu polimorfizmin HIF-1’in etkilesimde
oldugu farkli genler iizerinde etkili olabilecegi veya farkli dokularda farkli

fonksiyonel 6zelliklere sahip olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
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HIF1A polimorfizmlerinin Tiirk popiilasyonundaki dagilimi agisindan kanserli
hastalarla yapilan 2 calisma bulunmaktadir. Apaydin ve ark., meme kanserli 102
kadin hastada ve yas acisindan eslesmis 102 saglikli kadinda, RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) ve dizileme yontemiyle (olgularin %25°i) ekzon
2’deki S28Y (C111A) polimorfizmiyle birlikte, rs11549465 ve rs11549467
polimorfizmlerini aragtirmiglar ve rs11549465 polimorfizmi agisindan hasta ve
saglikli grup arasinda hem genotip hem de allel frekanslar1 agisindan istatiksel olarak
anlaml bir farklilik bulamamiglardir. rs11549467 polimorfizmi agisindan ise hasta
grubundan sadece 4 hastada heterozigot genotip saptamisken kontrol grubunda
herhangi bir degisiklik saptamamislardir. Ek olarak, ekzon 2’deki CI111A
polimorfizmi agisindan tiim hasta poplilasyonunda herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir (75). Konac ve ark., 49 over kanseri, 32 serviks kanseri ve 21
endometriyum kanseri hastasinda (toplam 102 jinekolojik kanser olgusu) ve 107
saglikli bireyde RFLP yontemi ile C111A, C1772T ve G1790A polimorfizmlerini
arastirmiglar ve 1772T allelinin servikal ve endometriyal kanser hastalarinda kontrol
grubuna gore anlamli (p<0.001) olarak daha fazla oldugunu bulmuslardir. C1772T
polimorfizmi agisindan over kanserli hastalarla kontrol grubu arasinda ise istatistiksel
olarak anlamli fark bulamamiglardir (p>0.05). G1790A polimorfizmi agisindan ise
tiim calisma grubundan sadece over kanserli 2 hastada 1790A alleli saptanmustir.
Kontrol grubundaki bireylerde ise herhangi bir degisiklige rastlanmamigtir (101).
Farkli hasta popiilasyonlarinda yapilan bu iki ¢alisma ile bizim ¢aligmamizdan elde
edilen bulgular rs11549467 polimorfizminin iilkemiz popiilasyonu a¢isindan nadir
goriilen bir polimorfizm oldugunu desteklemektedir. rs11549467 polimorfizminin
diinya genelinde goriilme frekansi da %]1-5 arasinda degismektedir (102). Ornegin; A
allelinin goriilme frekansi; Kuzey/Bati Avrupa kokenli, Italyan ve Meksikali
bireylerde %1, Japonlarda %3 ve Cinli bireylerde %3-5 arasinda degismekteyken;
Afrika toplumlarinda (Nijerya ve Kenya) hi¢ A alleli gézlenmemistir. rs11549465
polimorfizmi agisindan elde edilen sonuglar bu polimorfizmin genelde anjiogenez
stireciyle iligkili oldugunu desteklemekle birlikte YBMD ile iliskisinin aydinlatilmasi
i¢cin daha genis 6l¢ekli ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.
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lyer ve ark. embriyonik kok hiicrelerle yaptiklari ¢alismalarinda HIF-1o’nin
non-hipoksik durumlarda da ekspresyonunun arttigini gostermislerdir (103). Bu
durum HIF-1a ekspresyonunda farkli hiicresel yolaklarin da yer alabilecegine isaret
etmektedir. Sheridan ve ark., koroidal neovaskiller membran Orneklerinde
immiinohistokimyasal olarak HIF-la ve HIF-2a dagiliminmi incelemisler ve bu
dokularda HIF-20’nin daha yogun eksprese edildigini ve hem HIF-la’nin hem de
HIF-2a’nin VEGF ile birlikte lokalize oldugunu gostermislerdir (72). Bu sonuglar,
viicuttaki hemen hemen biitiin dokularda eksprese edilen HIF1A yerine yeni gelisen
vaskiiler endotelyum gibi bazi1 spesifik dokularda eksprese edilen HIF2A’nin da
YBMD’de rolii olabilecegi goriisiinii desteklemektedir. Bu nedenle YBMD’li
hastalarda HIF-1’in alt birimlerini kodlayan genlerle ilgili yapilacak daha genis
kapsamli ve daha genis Olcekli ¢alismalar YBMD-HIFL iligkisini aydinlatmada

onemli role sahip olacaktir.

YBMD ile iligkili riskli polimorfizmlere sahip bazi bireylerde hastaligin
goriilmemesi genomdaki farkli polimorfizmlerin koruyuculuk yaratip yaratmadigina
iligkin sorular1 akla getirmistir. Bu baglamda yapilan ¢alismalarda 6zellikle 6p21.33
lokusunda yer alan, MHC Class III bolgesi genlerinden, C2 ve BF genlerindeki bazi
polimorfizmlerin koruyucu etkilerinin bulunduguna yonelik sonuglara ulasiimistir
(43,45). Son yillarda, gesitli kohort gruplarindan (AREDS, FARMS vb.) 1896 hasta
ve 1866 saglikli birey ile yapilan bir GWAS c¢alismasinda, bu genlerdeki koruyucu
polimorfizmlere ek olarak, sahip olduklar1 fonksiyonlar agisindan YBMD ile iliskili
olmalar1 beklenebilecek SKIV2L ve MYRIP genlerindeki rs429608 ve rs2679798
polimorfizmlerinin de Kkoruyucu etkiye sahip olduklarma yo6nelik sonuglara
ulagilmistir (45). Bizim g¢alismamizda ise hem hasta ve kontrol gruplari arasinda,
hem de hasta grubundaki yas ve kuru tip YBMD’ye sahip olgular arasinda SKIV2L
ve MYRIP genlerindeki bu polimorfizmler agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmamugtir. Bu genlerdeki polimorfizmler ile YBMD arasinda heniiz
birka¢ c¢aligmada iliski tespit edilmesi sonuglarimizin  yorumlanmasini

giiclestirmektedir.
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Literatiirde SKIV2L ile YBMD arasindaki iligkiyi arastiran ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica, yapilan c¢alismalarda bu gendeki farkli polimorfizmler
arastirtlmistir. C2 ve BF genleri ile birlikte ardisik olarak ayni lokusta yer alan
SKIV2L geninin, RNA degradasyonunda rolii olmasi nedeniyle otofajik siirecte yer
alabilecegi diisiinilmektedir (82). YBMD’nin patofizyolojisinden sorumlu olan
drusenlerde otofajik markirlarin  bulunmasi, artmis RPE otofajisinin  drusen
formasyonuyla iliskili olabilecegini desteklemektedir (104). McKay ve ark.
tarafindan yapilan c¢alismada SKIV2L’nin kodlayict bolgesinde yer alan R151Q
(rs438999) polimorfizminin, YBMD’ye karst koruyucu bir etkisinin oldugu
gosterilmis  fakat; bu etkinin BF geninde yer alan R32Q (rs641153)
polimorfizminden bagimsiz olup olmadigi saptanamamistir (44). Kondo ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada da C2, BF, RDBP ve SKIV2L genlerindeki
polimorfizmlerin, neovaskiiler YBMD’ye benzer oOzelliklere sahip Polipoidal
Koroidal Vaskiilopati (PKV) ile iliskileri arastirilmis ve RDBP’deki intronik
rs3880457 ile SKIV2L nin 3’ translasyona ugramayan bolgesinde (3’ UTR) yer alan
rs2075702 polimorfizmlerinin koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (84). Kopplin ve
ark. tarafindan yapilan genis kapsamli g¢alismada ise rs429608 polimorfizminin
koruyucu etkisinin, CFH genindeki rs1061170 polimorfizmi varliginda da devam
ettigi gosterilmistir (45). Han-Cin popiilasyonundan 449 yas tip YBMD’li ve 1025
saglikli bireyle yapilan giincel bir ¢alismada da rs429608 polimorfizminin YBMD
acgisindan koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (105). Bizim ¢alisma
popiilasyonumuzun sayisinin bu g¢alisma gruplarinin popiilasyonlarina oranla daha
diisiik olmas1 SKIV2L genindeki rs429608 polimorfizmi ile YBMD arasinda iliski
kurulamamasina neden olabilir. Bununla birlikte, bu polimorfizmin popiilasyonlar
arasindaki dagilim farkinin da bu sonuca yol agabilecegi de akilda tutulmali ve daha
genis kapsamli ¢aligmalarla bu polimorfizmin iilkemiz popiilasyonundaki dagilimi

arastirilmalidir.

MYRIP geni; retina pigment epitelindeki melanozom transportundan sorumiu
komplekste goérevli MyRIP proteinini kodlamaktadir. Bu komplekste yer alan
myozin VIla’y1 kodlayan MYO7A genindeki mutasyonlarin Usher Sendromu Tip
IB’ye; RAB27A proteinini kodlayan RAB27A genindeki mutasyonlarin da Griscelli
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Sendromu’na yol agtiklart bilinmektedir. Her iki hastalikta da g6z bulgular
bulunmaktadir. Bilgilerimize gore literatiirde, MyRIP proteininin retinal pigment
epitelindeki fonksiyonu ile ilgili yapilan ¢alismalardan baska MYRIP geni ile YBMD
arasindaki iliskiyi arastiran ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece Kopplin ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada, bu gendeki 3 polimorfizmin koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir (45). Melanozomun 15181 absorbe etme ve gozii UV isinlarin zararl
etkilerinden koruma 6zelligi g6z Oniinde bulunduruldugunda, melanozomlarin
RPE’nin apikal kisimlarina transportundaki bir bozukluk, UV isinlar1 araciliiyla
zararli yikim drlinlerinin artmasina neden olarak YBMD gelisimine katkida
bulunabilir. Bizim ¢alismamizda MYRIP geni rs2679798 polimorfizmi ile YBMD
arasinda bir iligki bulunamamis olmasina ragmen, bu gendeki polimorfizmlerin daha
genis Olcekli ¢alismalarda YBMD ile iliskisinin aydinlatilmaya g¢alisilmasiyla farkli

sonugclara ulasilabilir.

YBMD gelisimini ve/veya prognozunu ongorme ac¢isindan sigara, beslenme
durumu, VKI gibi degiskenlerle birlikte baz1 genlerdeki polimorfizmlerin varligmin
kullanildig1 genetik risk modelleme c¢alismalar1 yapilmistir (21-24). Hageman ve
ark., 1132 neovaskiiler YBMD hastast ve 822 saglikli bireyi dahil ettikleri
caligmalarinda, modifiye edilebilir risk faktorlerini disarida birakarak, YBMD ile
iligkili (yatkinlik/koruyuculuk) 11 adet SNP’yi (CFH, CFHR4-5, F13B, C2, CFB,
C3, ARMS2) analiz etmisler ve bu testin neovaskiiler YBMD’yi %82 sensitivite ve
%063 spesifiteyle predikte ettigini bulmuslardir (21). Jakobsdottir ve ark., ileri evre
YBMD’li 640 hasta ve saglikli 142 bireyle yaptiklar1 c¢aligmalarinda; CFH,
ARMS2/HTRA1 ve C2 genlerindeki 3 varyanti analiz etmenin tanisal degerinin %74
sensitivite ve %69 spesifiteye sahip oldugunu bulmuslardir (22). Seddon ve ark., bu
polimorfizmlerin yanina modifiye edilebilir risk faktorlerini de ekleyerek yaptiklar
analizde, bu risk faktorlerinin ayni1 genotipe sahip bireylerdeki riski arttirdigini 6ne

stirmiislerdir (24).
Gelisen teknolojinin genetik bilimine yaptigi katkiyla birlikte, ileri yas

hastaliklarinin erken yasta 6ngoriilmesi ve bireye nasil bir hastaliga sahip olabilecegi

thtimalinin aciklanmasit ile ilgili etik tartigmalar artmaya baglamistir. Bu tarz
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hastaliklardan olan her tiirlii kanser tipi ve Huntington ve Alzheimer gibi agir
norolojik hastaliklarin ortaya c¢ikma ihtimalinin ifade edilmesinin yaratacagi
psikolojik yiikiin, bireyde nasil bir sonuca yol agacaginin tahmin edilememesi bu etik
tartismalarin  temelini olusturmaktadir. Bu tarz hastaliklarla karsilastirildiginda
YBMD’nin gorece daha hafif bir klinige sahip olmasi ve alinacak koruyucu
onlemlerle ortaya ¢ikismin engellenmesi veya geciktirilmesi daha miimkiindiir. ileri
yasin disinda, modifiye edilemeyen faktorlerin en Onemlisi olan genetik
degisikliklerin YBMD ile iliskilerinin aydinlatilmasi ve bu genetik degisiklige sahip
bireylerin belirlenmesi; heniiz kesin bir tedavi yontemi gelistirilememis olan
YBMD’nin, belirtilerin basladig1 yastan 6nce ongoriilmesi ve koruyucu yontemlerin
buna yonelik olarak uygulanmasi agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Bununla birlikte,
genetik degisikliklerin de epigenetik modifikasyonlarla etkilerinin diizenlenebildigini
bilmekteyiz. Gen tedavisi yonteminin yani sira farmakogenetik degisikliklere gore
gelistirilecek bireysel tedavi yontemlerinin gelecekte, hastaliklari tedavi etmedeki
birinci secenek olma yolunda hizla ilerledigi diisiiniilirse, bu hastaliklarin
patofizyolojilerinde rol alan genleri aydinlatmak {izerine yapilacak c¢aligsmalar
bireylere sadece tanisal anlamda hizmet vermekle kalmayip gelecekteki tedavi

planlamalarinda da yardime1 olacaktir.
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SONUCLAR

. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli yas farki

bulunuyordu.

. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyet dagilimi agisindan istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmuyordu.

. Hasta grubu cinsiyete gore degerlendirildiginde erkeklerde yas tip,
kadinlarda kuru tip YBMD daha fazla gézlenmistir.

CFH geni rs1061170 polimorfizmi i¢in, hem genotip dagilimi hem de allel
dagilimi agisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmustir.

CFH geni rs1061170 polimorfizmi agisindan; C allelinin YBMD igin riskli

allel, T allelinin de koruyucu allel oldugu saptanmustir.

. CFH geni rs1061170 polimorfizmi dagilimi acisindan, kuru ve yas tip
YBMD’li olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanmamistir.

HIF1A geni rs11549465 polimorfizmi dagilimi agisindan, hasta ve kontrol

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

HIF1A geni rs11549465 polimorfizmi dagilimi agisindan, Yyas tip
YBMD’ye sahip olgularda kuru tip YBMD’li olgulara gore daha fazla
mindr allel gozlenmesine ragmen bu farklilik istatistiksel bir anlam

tastmamaktadir.

. Calisgmaya dahil edilen higbir bireyde HIF1A geni rs11549467

polimorfizmine rastlanmamuistir.
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10. SKIV2L genindeki rs429608 ve MYRIP genindeki rs2679798
polimorfizmleri agisindan da hem hasta ve kontrol gruplari arasinda hem de
kuru ve yas tip olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmamuistir.

Sonug olarak; CFH genindeki rs1061170 polimorfizminin Tiirk toplumunda da
YBMD’ye yatkinlik yarattig1 tespit edilmisti. YBMD’nin patofizyolojisinde rol
oynayabilecek yeni genler ac¢isindan inceledigimiz HIF1A, SKIV2L, MYRIP

genlerindeki polimorfizmler ile YBMD arasinda iligski kurulamamustir.
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EKLER

EK-1
Hastalara ait DNA oérneklerinin konsantrasyon ve A260/280 degerleri
Hasta No (H1-H26) Konsantrasyon (ng/ul) A260/280
H1 16.5 1.92
H2 11.6 2.22
H3 47.3 1.93
H4 25.8 1.99
H5 28.4 1.87
H6 21.7 1.99
H7 14.2 1.81
H8 21.6 2.13
H9 13.0 2.20
H10 22.5 1.94
H1l 29.4 1.85
H12 28.5 1.94
H13 21.7 1.89
H14 20.0 2.01
H15 18.1 1.82
H16 22.8 1.89
H17 26.1 1.75
H18 14.9 1.80
H19 22.3 1.72
H20 22.2 1.79
H21 195 1.71
H22 29.0 2.10
H23 15.2 1.91
H24 22.8 1.70
H25 14.6 1.72
H26 15.8 2.13
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Hasta No (H27-H57)
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
H34
H35
H36
H37
H38
H39
H40
H41
H42
H43
H44
H45
H46
H47
H48
H49
H50
H51
H52
H53
H54
H55
H56
H57

Konsantrasyon (ng/ul)
18.8
23.5
134
25.6
25.0
21.8
14.3
25.0
24.9
12.8
24.8
42.6
25.9
26.2
27.4
14.0
27.1
13.8
18.4
14.2
16.0
23.1
13.7
19.4
22.5
19.3
21.2
28.8
12.5
23.8
16.2

A260/280
1.74
1.86
2.07
1.82
8.74
1.67
1.82
2.01
1.87
1.76
1.69
1.71
1.80
1.68
1.85
1.75
1.81
1.91
1.92
1.90
2.05
1.85
2.10
191
1.89
1.84
1.96
1.85
1.95
1.80
1.93
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Hasta No (H58-H87)
H58
H59
H60
H61
H62
H63
Ho64
H65
H66
H67
H68
H69
H70
H71
H72
H73
H74
H75
H76
H77
H78
H79
H80
H81
H82
H83
H84
H85
H86
H87

Konsantrasyon (ng/ul)
45.9
32.5
31.9
35.2
39.5
33.5
26.2
30.6
38.1
44.6
13.6
14.6
19.0
12.7
21.8
15.9
25.4
14.2
12.7
15.0
20.6
24.2
26.8
35.3
22.7
32.3
28.1
18.4
13.9
36.5

A260/280
1.73
1.81
1.74
1.75
1.85
1.78
1.69
1.74
1.78
1.68
1.61
1.75
1.90
1.94
1.87
1.84
1.62
1.76
1.77
2.04
1.80
1.82
1.78
1.81
1.79
1.92
1.96
1.74
1.84
1.66
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Kontrol grubuna ait DNA 6rneklerinin konsantrasyon ve A260/280 degerleri

Kontrol No (K1-K29) Konsantrasyon (ng/ul) A260/280
K1 19.3 1.92
K2 38.0 1.84
K3 26.3 1.96
K4 22.4 1.79
K5 41.5 1.87
K6 20.7 1.89
K7 20.1 1.88
K8 19.7 1.82
K9 10.5 1.77

K10 18.3 1.75
K11 43.7 1.76
K12 9.10 1.82
K13 18.9 1.87
K14 16.1 2.05
K15 11.7 2.15
K16 31.7 1.95
K17 20.9 1.75
K18 18.4 1.82
K19 33.9 1.67
K20 25.5 1.80
K21 26.5 1.67
K22 8.10 1.83
K23 25.3 1.80
K24 16.0 1.93
K25 40.3 1.76
K26 24.0 1.87
K27 31.5 1.74
K28 37.1 1.80
K29 25.8 1.84
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Kontrol No (K30-K60)
K30
K31
K32
K33
K34
K35
K36
K37
K38
K39
K40
K41
K42
K43
K44
K45
K46
K47
K48
K49
K50
K51
K52
K53
K54
K55
K56
K57
K58
K59
K60

Konsantrasyon (ng/ul)
25.7
22.1
36.1
8.20
16.9
254
15.2
18.3
54.5
17.8
43.5
36.0
19.9
18.1
324
14.3
18.6
34.3
34.8
28.1
16.4
16.9
10.3
16.7
37.2
26.7
17.6
30.8
13.6
19.6
24.9

A260/280
1.85
1.61
1.98
1.99
2.02
1.68
1.76
1.71
1.77
1.78
1.75
1.87
1.70
1.78
1.75
1.84

2.1
1.87
1.88
1.64
1.81
1.91
1.77
1.95
1.83
1.88
1.81
1.68
1.63
1.79
1.64
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Kontrol No (K61-K80) Konsantrasyon (ng/ul) A260/280

K61 14.4 1.74
K62 21.8 1.84
K63 34.0 1.82
K64 21.7 1.69
K65 29.9 1.79
K66 151 1.73
K67 58.2 1.66
K68 21.7 1.76
K69 19.1 1.88
K70 29.0 1.67
K71 22.3 1.85
K72 49.2 1.68
K73 19.6 1.78
K74 23.4 1.79
K75 28.6 1.79
K76 32.6 1.80
K77 22.8 1.61
K78 19.6 1.64
K79 141 1.72
K80 11.2 1.88
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EK-2

300bg>
€240b¢

200b¢->

500b¢~>
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b)
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d)

Saflastirma protokolii uygulanan spesifik PCR firiinlerinin %2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek elde edilen goriintiileri a) CFH, b) HIF1A, c¢) SKIV2L, d) MYRIP.
Markir 100 be biiytikliigiindedir.
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