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Psodoeksfoliasyon sendromu (PES), yasa bagli olarak gelisen, hiicre dis1 matrikste
lifsi materyallerin hem okiiler dokularda hem de cesitli i¢ organlarda birikmesi ile
karakterize edilen sistemik bir bozukluktur. Psddoeksfoliasyon sebebiyle olusan
glokoma psoddoeksfoliatif glokom (PEG) adi verilir ve PEG tedavi edilmediginde
korliige sebep olabilmektedir. Bu nedenle PEG ve PES hastaligina yol agan potansiyel
faktorlerin bulunmasi ve PEG gelisme riski olan PES hastalarmin tespit edilmesi
biiyiilk onem tasimaktadir. Clusterin proteini hiicresel stres durumlarinda, yanlis
katlanmis proteinlerin stresle tetiklenen ¢okelmesi ve y1gismasinin dnlenmesini saglar.
Is1 soku ve oksidatif stres gibi hiicresel stres durumlarinda clusterin ifadesi
indiiklenmektedir. PES hastalarinda goziin 6n kamarasindaki oksidatif ortam
nedeniyle protein yanlis katlanmalarinin meydana gelmesine ragmen PEG ve PES
hastalarinin akéz humor oOrneklerinde clusterin ifadesi azalmistir. Clusterin

ifadesindeki azalmanin sebeplerinden biri genetik polimorfizmler olabilir. Bu ¢alisma



PEG ve PES riski ile clusterin genetik polimorfizmleri ve akdz humor ile gozyasindaki

clusterin protein seviyeleri arasindaki iligkiyi incelemeyi amaglamistir.

Bu calisma kapsamindaki 213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyin
tam kan ornekleri ile clusterin genetik polimorfizmlerinin genotiplemeleri PCR-RFLP
ve real-time PCR yontemleri ile yapilmistir. 12 PEG hastasi, 17 PES hastasi ve 22
kontroliin akéz humor 6rnegi ile 80 PEG hastasi, 81 PES hastast ve 80 kontroliin
gbzyas1 Orneginin clusterin ve total protein konsantrasyonu analizleri ise ELISA ve
Bradford yontemleri ile yapilmigtir. Tiim 6rnekler Saglik Bilimleri Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklar1 Servisi’nden

(Ankara) alinmigtir.

Bu c¢alisma erkek olmanin PEG riskini ~2 kat arttirdigim1 gostermistir. Clusterin
rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve 152279590 C/T i¢in TT genotipi ~3 kat koruyucu,
rs3087554 A/G igin ise AA genotipi PEG hastaliginda ~2.4 kat koruyucu
goriinmektedir. Birlestirilmis haplotip analizine gore, clusterin rs11136000 C/T,
rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T i¢in CC genotipi ile rs3087554 A/G i¢in GA
genotipine sahip olmak PEG ile PES hastaliklar1 i¢in ayirt edici olabilir gibi
goriinmektedir. Akoz humor 6rneklerindeki clusterin ve total protein konsantrasyonu
ile gbzyas1 oOrneklerindeki total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda PES

hastalarina ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksektir.

Gozyasinda clusterin seviyesini ve Tirk toplumunda akéz humordaki clusterin
seviyesini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir ve bu yoniiyle bu ¢alisma
ilktir. Clusterin rs1532278 C/T PEG ve PES kapsaminda, clusterin rs3087554 A/G
Tiirk popiilasyonunda, clusterin rs2279590 C/T ise PEG ve PES kapsaminda Tiirk
popiilasyonunda ilk kez bu ¢alismada incelenmistir. ileride bu konularda daha fazla
caligma yapilarak bu sonuglar onaylanabilir ve biyobelirte¢ olarak kullanilacak bir
parametre gelistirilebilir. Bu ¢alisma bu yoniiyle Biyomedikal Miihendisligi’ne katki
saglayan, ileride gelistirilecek tan1 ve tedavi araglari i¢in alt yap1 hazirlayan bir proje

ozelligi tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Psodoeksfoliasyon, Glokom, Clusterin, rs11136000 C/T,
rs3087554 A/G, rs1532278 C/T, rs2279590 C/T, Genotip, Polimorfizm, Ak6z humor,
Gozyasi.
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Pseudoexfoliation syndrome (PES) is an age-related systemic disorder of extracellular
matrix characterized by the presence of fibrillar deposits in both ocular tissues and
many internal organs. Glaucoma that occurs due to pseudoexfoliation is called
pseudoexfoliative glaucoma (PEG) and can cause blindness if it is not treated.
Therefore, in order to find potential factors causing PEG and PES diseases, and the
identification of PES patients who are at risk of developing PEG is of great importance.
Clusterin protein prevents the stress-induced precipitation and aggregation of
misfolded proteins under cellular stress conditions. Clusterin expression is induced in
cellular stress conditions such as heat shock and oxidative stress. Despite the formation
of misfolded proteins due to the oxidative environment in the anterior chamber of the
eye in PES patients, clusterin expression level is unexpectedly low in aqueous humor
of PEG and PES patients. Genetic polymorphisms may be one of the factors causing

low clusterin expression. This study aimed to investigate the association of clusterin

Vi



genetic polymorphisms and clusterin protein levels of aqueous humor and tears in PEG
and PES risk.

The genotyping of clusterin genetic polymorphisms from whole blood samples of 213
PEG patients, 214 PES patients and 215 control individuals was performed by PCR-
RFLP and real-time PCR methods. Clusterin and total protein concentrations of
aqueous humor samples of 12 PEG patients, 17 PES patients, 22 controls and of tear
samples of 80 PEG patients, 81 PES patients and 80 controls were analyzed by ELISA
and Bradford methods. All samples were obtained from University of Health Sciences,
Faculty of Medicine, Giilhane Training and Research Hospital, Ophthalmology Unit,
Ankara, Turkey.

This study shows that being male significantly increased PEG risk by ~2-fold. TT
genotype in clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T and rs2279590 C/T is ~3-fold
protective and AA genotype in rs3087554 A/G is ~2.4-fold protective against PEG
disease. According to combined genotype analysis, having CC genotype in clusterin
rs11136000 C/T, rs1532278 C/T and rs2279590 C/T and having AG genotype in
rs3087554 A/G seems to be distinctive for PEG and PES diseases. Clusterin and total
protein concentration in aqueous humor samples and total protein concentration in tear

samples were significantly higher in PEG patients than PES patients and controls.

To the best of our knowledge, this study is the first investigation of clusterin levels in
tears and of clusterin levels in agueous humor in Turkish population. Clusterin
rs1532278 C/T, clusterin rs3087554 A/G and clusterin rs2279590 C/T are studied for
the first time in PEG and PES risk, in Turkish population and in Turkish population
for PEG and PES risk, respectively. These results can be confirmed in the future by
further studies on these issues and a parameter to be used as a biomarker can be
developed. In this respect, this study is a project that contributes to Biomedical
Engineering and prepares background for diagnostic and therapeutic tools that will be
developed in the future.

Keywords: Pseudoexfoliation, Glaucoma, Clusterin, rs11136000 C/T, rs3087554
A/G, rs1532278 C/T, rs2279590 C/T, Genotype, Polymorphism, Aqueous humor,

Tear.
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1. GIRIS

1.1 Psédoeksfoliasyon Sendromu

1.1.1 Tarihge ve terminoloji

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES) ilk olarak 1917 yilinda Finlandiyal1 g6z doktoru
Lindberg tarafindan, muayene ettigi kronik glokomlu hastalarinin %350’sinden
fazlasinda gozlemledigi pupilla kenarindaki gri beyaz renkte beneklenmeyi tarif
etmesiyle literatiire girmistir (Lindberg, 1989; Bhat, 2010). 1925 yilinda Vogt gri
renkteki bu maddenin lens kapsiiliinden kaynaklandigini, kronik glokom ile iligkili
oldugunu diistinmiis, lens kapsiiliiniin senil eksfoliasyonu (senile exfoliation) ve
kapsiiler glokom (glaucoma capsulare) terimlerini ortaya atmustir. 1954 yilinda
Georgiana Dvorak-Theobald adli bir Amerikali okiiler patolog, psédoeksfoliasyon
terimini, gercek eksfoliasyon sendromundan (true exfoliation syndrome) ayirt etmek
i¢cin Onermistir. Gergek eksfoliasyon, lens kapsiilii onlinde cam iifleme veya kizilotesi
radyasyona maruz kalma nedeniyle olusur ve lens kapsiiliiniin tabakali delaminasyonu

(tabakalarin ayrilmasi) ile karakterizedir.
1.1.2 Tanim

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES), yasa bagh olarak gelisen, hiicre dis1 matrikste
lifsi materyallerin hem okiiler dokularda hem de ¢esitli i¢ organlarda birikmesi ile
karakterize edilen sistemik bir bozukluktur (Andrikopoulos vd., 2014).
Psodoeksfoliasyon goziin 6n segmentindeki tiim dokularda goriilmektedir (Sekil 1.1).
Lens epiteli, iris, konjonktiva, silier proses, trabekiiler ag ve periokiiler dokularin da
bu lifsi materyali i¢erdigi gosterilmistir (Richardson vd., 1981; Schlotzer-Schrehardt
vd., 1991). PES’in sistemik bir hastalik olarak nitelendirilmesi, tipik eksfoliasyon
birikimlerine kalp, beyin, aort, bobrek, deri gibi bircok dokuda da rastlanmasi
sebebiyledir (Schl6tzer-Schrehardt vd., 1992; Streeten vd., 1992).
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Sekil 1.1:  Gozlin anatomisi. (URL-1).

PES tanis1 tam oftalmolojik muayene sirasinda psddoeksfoliasyon materyalinin slit
lamp (yarik lamba) mikroskobunda inceleme ile direkt gozlenebilmesi sayesinde
konur. En 6nemli tan kriteri, herhangi bir subjektif bulgu olmadan irisin pupil (goz
bebegi) kenarinda ve lens iizerinde depolanan beyaz-gri renkli psddoeksfoliasyon

materyalinin goriilmesidir (Andrikopoulos vd., 2014; Elhawy vd., 2012) (Sekil 1.2).

Psodoeksfoliasyon sebebiyle olusan glokoma psddoeksfoliatif glokom (PEG) adi
verilir ve PEG tedavi edilmediginde korliige sebep olabilmektedir. Bu sebeple glokom

geligme riski olan PES hastalarinin tespit edilmesi biiylik 6nem tagimaktadir.



a.

Sekil 1.2: Psodocksfoliasyon materyali birikimi. a. Pupil kenarinda (Fingeret ve
Weinreb, 2015’ten uyarlanmustir). b. Lens yiizeyinde (Ariga vd., 2013’ten
uyarlanmistir).

1.1.3 Psodoeksfoliasyon sendromunun epidemiyolojisi

Toplumda PES goriilme siklig1 ve psddoeksfoliatif materyal birikimi yasa bagli olarak
artmaktadir (Mitchell vd., 1999). PES genellikle ilk tan1 aninda unilateral (tek yonlii)
seyreder, ancak 5-10 yil i¢inde bilateral (¢ift yonlii) olma 6zelligi kazanabilir. Yapilan
bir caligmada hastalarin %48-76’sinda tek goze PES tanisinin konulmasinin ardindan,
5-10 y1l igerisinde olgularin %13-43’linde her iki gézde de PES goriilmiistiir (Gillies
ve Brooks, 1988). Sikloskopi ile unilateral olgularin %76’sinda diger gozde, pupil
kenarinda ve lens On yiiziinde psodoeksfoliatif materyale rastlanmigtir (Mizuno ve
Muroi, 1979). Estonya’da yapilan bir caligmada, her iki gozde PES goriilme oran1 %47
(Kaljurand ve Puska, 2004) olarak bildirilirken, Etiyopya’da yapilan bir ¢alismada ise

bilateralite oran1 %62.2 olarak bulunmustur (Teshome ve Regassa, 2004).

Epidemiyolojik ¢alismalar incelendiginde PES’in tiim diinyada yaygin oldugu, ancak
toplumlar arasinda degisik sikliklarda goriildiigii dikkat ¢ekmektedir (Ringvold vd.,
1999). PES prevalansi cografik, etnik ve irksal varyasyon gostermektedir ve yasa baglh
olarak prevalansta artis goriilmektedir. Diinya genelinde PES goriilme siklig1 60 yas
iistli bireylerde %10 ile %20 arasindadir (Schlétzer-Schrehardt, 2011).

PES Tunus, Norveg, Rusya, Suudi Arabistan, isve¢, Yunanistan, izlanda, Finlandiya
ve Tiirkiye’de yliksek prevalans gdstermektedir ve bu popiilasyonlarda PES prevalansi
genellikle %15’in istlindedir (Forsius, 1988; Shazly vd., 2011; Lemmela vd., 2009;
Forsius vd., 2002; Forsman vd., 2007; Orgen, 1949) (Tablo 1.1 ve Tablo 1.2).

Iskandinavya’da, 70 yas iizerindeki hastalarla yapilan bir calismada, en yiiksek oran



Izlanda’da %29 ve Finlandiya’da %22.4 olarak rapor edilmistir (Forsius vd., 2002).
Finlandiya’da yapilan bir ¢alismada 50 yas iizerindeki 247 gézde PES %S8.1, 70 yas
tizeri 70 gozde %18.4 oraninda bulunmustur (Forsman vd., 2007). Estonya’da yapilan
bir ¢alismada PES prevalansi %35.4 olarak bildirilmistir (Kaljurand ve Puska, 2004).
Etiyopya’da yapilan bir bagka calisma PES prevalansim1 %39.3 olarak belirtmistir
(Teshome ve Regassa, 2004). Cesitli etnik popiilasyonlarda yapilan bir ¢alismada 50-
69 yaslar1 arasinda Finlandiya’da %10 (70 yas iistiinde %25.3), Izlanda’da %11 (70
yas Ustiinde %31.5) ve Rusya’nin Novosibirk bdlgesinde 9%13.3 (70 yas {iistiinde
%21.4) yaygimlik degerleri bildirilirken, bu oranin Tunus’ta %3.8 (70 yas istiinde
%19.1), Peru vyerlileri ve Hindistan’da %0.8 (70 yas istiinde %14.3) oldugu,
Eskimolarda ise PES goriilmedigi belirtilmistir (Forsius, 1988). Almanya, Japonya,
Danimarka, Ingiltere, Avusturya ve Isvigre’de PES goriilme siklig1 oldukga diisiiktiir;
70 yas Ustii kisilerde %6’nin altindadir (Aasved, 1979; Miyazaki vd., 2005; Forsius,
1988). Kanada, Gronland ve Alaska’daki Eskimolarda PES goriilmezken (Arnarsson,
2009; Forsius, 1988; Shazly, 2011), Arizona’daki Hint asilli Navajo popiilasyonunda
PES goriilme sikligi %38’dir (Arnarsson, 2009). Hastane tabanli ¢alismalar,
Pakistan’da %6.45, Hindistan'da %7.4 oraninda bir prevalans gostermistir. Cin'de 60
yas ve lizeri hastalarda PES prevalansi %0.4 olarak tespit edilmistir (Bhat, 2010).
Avrupa’daki bakimevlerinde yasayan 60 yas lizerindeki kisilerde yapilan bir ¢alismada
PES prevalansi, Ingiltere’de %4, Almanya’da %4.7 ve Norveg’te %6.3 olarak
bulunmustur (Aasved, 1979). Asya ve Afrika populasyonlarinda PES prevalansi daha
diisiik olarak bildirilmektedir. Japonya’da 50 yas iizerinde yapilan bir ¢alismada bu
oran %3.4 olarak bulunmustur (Miyazaki vd., 2005). Singapur Cinlilerinde bu oran 60
yas Ustiinde %0.7 (Foster ve Seah, 2005) olarak bulunurken, Hong Kong Cinlilerinde
%0.4 (Young vd., 2004) olarak bulunmustur. Hindistan’da ise bu oran %3.01-6.28
arasindadir (Krishnadas vd., 2003; Thomas vd., 2005) (Tablo 1.1).

Tablo 1.1: Belirli popiilasyonlarda saptanan PES prevalanslar1 6zeti.

Popiilasyon PES Prevalansi Referans
Almanya — 60 yas iistii %4.7 Aasved, 1979
Arizﬂona’daki Hint asill1 Navajo 0438 Arnarsson, 2009
poplilasyonu

Avusturya %1.7 Forsius, 1988

Cin — 60 yas Tstii %0.4 Bhat, 2010
Danimarka %1.9-4.8 Forsius, 1988




Tablo 1.1 (devami): Belirli popiilasyonlarda saptanan PES prevalanslar1 6zeti.

Popiilasyon PES Prevalans1 | Referans
. Arnarsson, 2009; Forsius,

Eskimo %60 1988; Shazly, 2011
Estonya %35.4 Kaljurand ve Puska, 2004
Etiyopya %39.3 Teshome ve Regassa, 2004
Finlandiya — 50 ile 69 yas aras1 %10 Forsius, 1988
Finlandiya — 50 yas tistii 247 gozde %8.1 Forsman vd., 2007
Finlandiya — 70 yas st %22 Lemmeld vd., 2009
Finlandiya — 70 yas st %22.4 Forsius vd., 2002
Finlandiya — 70 yas iistii 70 gbzde %18.4 Forsman vd., 2007
Finlandiya — 70 yas ve listii %25.3 Forsius, 1988
Hindistan %7.4 Bhat, 2010

- Krishnadas vd., 2003;
Hindistan %3.01 - 6.28 Thomas vd., 2005
Hong Kong Cinlileri — 60 yas tistii %0.4 Young vd., 2004
Ingiltere — 60 yas iistii %4 Aasved, 1979
Isveg %18 Forsius, 1988
Isvicre %?2 Forsius, 1988
Izlanda — 50 ile 69 yas aras1 %11 Forsius, 1988
Izlanda — 60 yas iistii %21 Shazly vd., 2011
Izlanda — 70 yas iistii %29 Forsius vd., 2002
Izlanda — 70 yas ve {istii %31.5 Forsius, 1988
Japonya — 50 yas iistii %3.4 Miyazaki vd., 2005
Norveg — 60 yas Ustii %6.3 Aasved, 1979
Norveg %18 Forsius, 1988
Norveg %56 Forsius, 1988
Pakistan %6.45 Bhat, 2010
Peru yerlileri ve Hindistan — 50 ile 69 960.8 Forsius, 1988
yas§ arasi
Per'g yferlllerl ve Hindistan — 70 yas 06143 Forsius, 1988
ve ustu
Rusya’nm Novosibirk bolgesi — 50 %13.3 Forsius, 1988
ile 69 yas arasi
Rusya’}‘nnuNovosmlrk bolgesi — 70 %21.4 Forsius, 1988
yas ve ustu
Singapur Cinlileri — 60 yas iistii %0.7 Foster ve Seah, 2005
Suudi Arabistan %25 Forsius, 1988
Tunus — 50 ile 69 yas arasi %3.8 Forsius, 1988
Tunus — 70 yas ve st %19.1 Forsius, 1988
Urdiin (Arap iilkesi) %9.1 Shazly vd., 2011
Yemen (Arap iilkesi) %19.53 Shazly vd., 2011
Yunanistan >0%15 Forsius, 1988

PES iilkemizde de 6nemli okiiler sorunlar arasinda yer almaktadir. PES gériilme sikligi
tilkemizde 40 yas iizerinde %11.3 (iskeleli, 1978) olarak bulunurken 50 yas iizerinde
%18.2 (Orgen, 1949) olarak bulunmustur. PES prevalans1 Ankara’da 40 yas iizerinde



%12.8 (irkec ve Bozkurt, 2009), Istanbul’da %11 (Alpay ve Ersoy, 1989), Karadeniz
Bolgesi’nde %16.5 (Artiirk vd., 2005), Orta Karadeniz Bolgesi’nde %12.2 (Cumurcu
vd., 2010), Dogu Akdeniz Bolgesi’nde 60 yas ve tizerindekilerde ise %11.2 (Yalaz
vd., 1992) olarak bildirilmistir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2: Tirkiye’de yapilan ¢alismalarda saptanan PES prevalanslar1 6zeti.

Popiilasyon PES Prevalansi Referans
Tiirkiye — 40 yas iistii %11.3 Iskeleli, 1978

Tiirkiye — 50 yas iistii %18.2 Orgen, 1949

Ankara — 40 yas iistii %12.8 Irkeg ve Bozkurt, 2009
Istanbul %11 Alpay ve Ersoy, 1989
Karadeniz bolgesi %16.5 Artiirk vd., 2005

Orta Karadeniz bolgesi %12.2 Cumurcu vd., 2010
Dogu Akdeniz bolgesi — 60 yas ve st %11.2 Yalaz vd., 1992

1.1.4 Psodoeksfoliasyon materyalinin yapisi ve patogenezi

Psodoeksfoliatif materyal, 151k mikroskobunda periyodik asit-Schiff pozitif boya
tutulumu gosterir ve eozinofilik, nodiiler ya da tiiysii goriiniimlii agregatlar olarak 6n
segment yapilarinda goriiliir. Bu materyal polisakkarit¢e zengindir. Psédoeksfoliatif
materyalin ¢ok orijinli olan ve yaslanan epitelyal hiicreler tarafindan iiretilen anormal
bazal membran yapi taglarina bagli oldugu diistiniilmektedir. Psddoeksfoliatif materyal
diizensiz fibriler aglar (Tip A ve Tip B) igermektedir (Schldtzer-Schrehardt vd.,
2001a). Son yillarda yapilmis bir¢ok calismaya ragmen psodoeksfoliatif materyalin
kimyasal bilesenleri heniiz kesin olarak ortaya konamamistir. Psddoeksfoliatif
materyal papain, kollajenaz, pepsin ve tripsin gibi bir¢ok enzim tarafindan yikilmaya
direnclidir ~ (Schldtzer-Schrehardt vd., 2001b). Indirekt histokimyasal ve
immiinohistokimyasal bulgular, fibriller psédoeksfoliatif materyalin elastik fibril
elemanlar1 (fibrillin-1, elastin, tropoelastin, vitronektin, amiloid P) iceren kompleks bir
glikoprotein/proteoglikan yapisindan olustugunu gostermistir. Aslinda elastik
mikrofibril bilesenleri olan fibrillin-l, elastin, vitronektin, amiloid P, MAGP-1
(microfibril-associated glycoprotein 1 — mikrofibrille iligkili glikoprotein 1), emilin,
LTBP-1 (latent-transforming growth factor beta-binding protein 1 — gizli doniistiirticii
biiylime faktorii beta baglayict protein 1), LTBP-2 gibi elastik fiber epitoplarinin

yaygin olarak goriilmesi, PES’in 6zellikle elastik mikrofibrilleri etkileyen bir elastoz



(elastosis — elastik dokunun dejenerasyonu/pargalanmasi) tipi oldugunu

disiindiirmektedir (Schlotzer-Schrehardt vd., 2000; Streeten vd., 1992).

PES’in anormal ekstraselliiler matriks sentezi ile ilgili bir bozukluk oldugu hakkinda
giiclii deliller vardir. Baz1 ¢alismalarda PES’li hastalarin akoz humorlarinda biiyiime
faktorii aktivitesinin belirgin olarak arttig1 saptanmistir ve biiylime faktorii aktivitesini
isaret eden TGF-B1 (transforming growth factor beta 1 — doniistiiriicii biiyiime faktori
beta 1) ile TGF-B2 diizeyleri yiiksek bulunmustur. TGF-f1’in elastik mikrofibrillerin
asirt  Uretimini, onlarin enzimatik c¢apraz baglanmasini ve post-translasyonel
glikolizasyonunu saglamasiyla, dokular i¢inde ¢6ziilen fakat zamanla birikim gosteren
tipik fibrillerin olusumunu uyardig diisiiniilmektedir (Ritch ve Schlétzer-Schrehardt,
2001; Schlotzer-Schrehardt vd., 2001b; Kottler vd., 2005; Schlétzer-Schrehardt vd.,
2000).

PES hastalarmin ak6éz humorlarinda, matriks metalloproteinazlarin ve onlarin
inhibitorlerinin konsantrasyonlarinda artis saptanmigs ve ortalama askorbik asit
diizeylerinde belirgin azalma goriilmiistiir. Askorbik asit, serbest radikallere karsi
baglica koruyucu faktér oldugu icin, PES etiyolojisinde serbest radikallerin rolii
oldugu distintilmiistiir. In vivo oksidatif stres belirteci olan 8-izo-prostaglandin F2a
konsantrasyonunun PES’li hastalarin ak6z humorlarinda kontrol grubundan 5 kat fazla
oldugu saptanmustir. 8-izo-prostaglandin F2a ile askorbik asit diizeyleri arasinda ters
korelasyon vardir. Elde edilen bu bulgular serbest radikallerin neden oldugu oksidatif
hasarin PES patogenezindeki rolii i¢in ek kanit saglamistir (Schlotzer-Schrehardt vd.,
2003).

Elektron mikroskobu ile yapilan histokimyasal calismalarda, psodoeksfoliatif
materyalde lizozomal enzim belirteci olan asit fosfataz aktivitesinde artis oldugu ve
katepsin B gibi diger lizozomal proteinazlarda da anlamli artis oldugu saptanmistir
(Mizuno vd., 1980). PES akdz humorlarinda al-lipoprotein, transferin, fibronektin,
seruloplazmin, albumin ve IgG (immiinoglobulin G) diizeylerinde degisiklikler tespit
edilmis ve bunlarin hastaligin patogenezi ile iligkili oldugu disiiniilmustiir. Oksidatif
stresin gostergesi olan protein oksidasyonu, karbonil gruplarinin 6lgiilmesi ile tespit
edilmektedir. Yapilan bir ¢calismada PES’li hastalardan alinan serum ve akéz humor
orneklerinde protein karbonil diizeyleri kontrol grubuna oranla anlamli yiiksek olarak
bulunmustur (Yagci vd., 2008).



Penetran keratoplastinin (verici korneanin tiim katmanlartyla alici korneaya nakil
edilmesi) yasli dondrlerden yapilmasinin ardindan PES gelisen geng hastalarin varligi,
akraba olmayan evli c¢iftlerdeki PES prevalansinin beklenenden yiiksek olarak
goriilmesi, c¢ocukluktaki travma ya da intraokiiler cerrahiden yillar sonra PES
gelismesi PES etiyolojisinde hem genetik hem de c¢evresel faktorlerin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir (Schlotzer-Schrehardt vd., 1997).

1.1.5 Psodoeksfoliasyonun sistemik tutulumu

Ik olarak Schldtzer-Schrehardt ve arkadaslar1 (1992) elektron mikroskobu ile iki
okiiler PES hastasinin kalp, akciger, serebral meninks, karaciger, bobrek ve mesane
otopsi oOrneklerini incelemis ve bu yapilardaki psddoeksfoliasyon materyalinin
varhigimi tespit etmislerdir. Streeten ve arkadaslart da (1992) immiinohistokimyasal
yontemler ve 1s1tk mikroskopu ile dort hastada daha bu bulgular1 dogrulamis ve
boylelikle PES hakkindaki tiim yaklasim bigimi degismistir (Schldtzer-Schrehardt vd.,
2000). Bu galismalarda psddoeksfoliasyon materyalinin ¢izgili ve diiz kas hiicreleri,
bag dokusu fibroblastlar1 ve kalp kasindan kaynaklandigi diistintilmistiir, ¢linkii
psodoeksfoliasyon materyali ana olarak visseral organlarim (i¢ organlarin) bag
dokularinda ve kan damarlarinin periferinde tespit edilmistir. Bu tespitler sayesinde
PES’in sadece okiiler bir hastalik olmadigi, sistemik bir ekstraselliiler matriks
bozuklugu oldugu ve PES’li hastalarin baska komorbiditelere (es zamanli hastaliklara)
sahip olabilecegi sonucuna varilmis ve buna yonelik caligmalar hiz kazanmistir. Buna
ragmen PES ile sistemik hastaliklar arasinda kesin ve net bir iliski gosterilememistir

(Naumann vd., 1998).

Yapilan bir calismada, diyabetik retinopatili (diyabet kaynakli retina hastalig)
kisilerde, diyabetik olmayan veya retinopatisi olmayan diyabetik hastalara gore
PES’in daha az goriildiigii tespit edilmistir. Ayn1 zamanda PES ile diabetes mellitus
arasinda negatif korelasyon bulunurken, PES ile Alzheimer hastalig1 arasinda pozitif
korelasyon saptanmistir (Psilas vd., 1991). PES’li kataraktoz gozlerde akoz
humorlarmin peptit ve serin proteinaz inhibitorleri icerdigi bulunmus ve bu da PES,
glokom ve Alzheimer hastaliginin ortak olasi etiyolojisini isaret etmistir. Ayni
zamanda okiiler PES prevalansinin, Alzheimer veya serebrovaskiiler tipi kognitif
bozuklukta belirgin olarak artmis olmasi da bunu desteklemektedir (Janciauskiene ve
Krakau, 2003; Linnér vd., 2001).



Psodoeksfoliasyon materyalinde de bulundugu tespit edilen elastin, arteriollerin
ekstraselliiler matriksinin ana parcasidir. Bu sebeple, okiiler PES ve vaskiiler
hastaliklar arasinda olas1 bir iliski diisiiniilmiistiir. Yapilan baz1 ¢alismalarda, PES’in
vaskiiler etkileri olarak disiiniilebilecek hipertansiyon, miyokard infarktiisii (kalp
krizi), inme ve anjina (kalp spazmi) ile pozitif korelasyon saptanmistir (Shrum vd.,
2000; Mitchell vd., 1997; Boji¢ vd., 2005). Aksine, yapilan baska bir ¢alismada ise
serebrovaskiiler veya kardiyovaskiiler hastalik ile PES arasinda bir iliski veya
mortalite (6liim) hizlarinda bir artis tespit edilememistir (Shrum vd., 2000). Ayni
sekilde, aort anevrizmasi ile PES arasindaki iliski hakkinda da geliskiler vardir. Bes
okiiler PES’li organ dondrlerinden alinmis aort duvari 6rneklerinin histopatolojik
incelemesinde psodoeksfoliasyon materyal birikimi bulunmustur (Schumacher vd.,
2001). Abdominal (karin) aort anevrizmasi gelisimi i¢in PES’deki abdominal aort
duvarindaki histopatolojik degisiklikler zemin hazirliyor olabilir (Rinvold, 2001). Bu
sebeple sistemik vaskiiler hastalik riski i¢cin PES Onemli bir gosterge olabilir
(Schumacher vd., 2001; Rinvold, 2001). Ancak 6 Izlandal1 ailenin takip edildigi bir
caligmada kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar ile PES arasinda bir
korelasyon saptanamamis (Allingham vd., 2001) ve PES’li hastalarin mortalite hizinda
artis gozlemlenememistir (Ringvold vd., 1997; Ritch, 1994). Tiim ¢aligmalara ragmen
PES’de goriilen sistemik psddoeksfoliatif materyal birikiminin, kardiyovaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklar ile kesin iligkisi tespit edilememistir. PES’li olmanin
kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastalik riskini arttirdigi diisiiniilse de c¢ok
merkezli, ileriye yonelik ¢alismalardan elde edilecek pozitif sonuglar ile bu durumun

desteklenmesi gerekmektedir.

Repo ve arkadaslar1 (1993) tarafindan yapilan bir ¢alismada gegici iskemik atak (TIA
— Transient Ischemic Attack) hastalar1 yas karsilastirmali olarak incelendiginde, TTIA
hastalarinda PES goriilme olasiligiin, genel popiilasyona gore 2 kat daha fazla oldugu
saptanmigtir. TIA, serebrovaskiiler bir hastaliktir ve iris hipoperfiizyonuna (kan
akimininda/basincinda azalma) sebep olarak anormal iris transilluminansi
yapmaktadir. PES, pozitif iris transilluminasyonlu TIA hastalarmin gozlerinde
oldukca fazla goriilmekte ve bu durum tutulmus gozlerin kan akiminda patolojik
degisikliklerin oldugunu gostermektedir. Tiim bunlar ise PES gelisiminde

hipoperfiizyonun roliinii desteklemektedir (Repo vd., 1993; Repo vd., 1995).



I¢ kulaktaki tektoryal membranda fibrillerin birikimi PES’in sistemik tutulumunu
gosteren bir baska delildir. PES’li hastalarin biiyiik kisminda yas ve glokom ile

birlikteligine bakilmaksizin sensorindral isitme kaybi saptanmistir (Cahill vd., 2002).
1.1.6 Psodoeksfoliatif glokom
1.1.6.1 Tanim

Ak6z humor sivisinin drenajini saglayan kanallarin psddoeksfoliasyon materyali ile
tikanmas1 sebebiyle goz i¢i basincinin artmasi ile birlikte glokom ortaya ¢ikar (Sekil
1.3a). Ps6doeksfoliasyon tiim diinyada glokomun en sik goriilen nedenlerinden biridir
ve bu tip glokoma psddoeksfoliatif glokom (PEG) adi verilir. PES en ¢ok agik agili
glokoma (open-angle glaucoma) yol agsa da ag¢1 kapanmasi glokomuna da (angle-
closure glaucoma) yol agabilmektedir (Ritch ve Schldtzer-Schrehardt, 2001). PES
kaynakl1 acik acil1 glokom, acik agili glokomun %20-60’1n1 olusturmaktadir. Ornegin,
Umman’da PES kaynakli acik ag¢ili glokom %51 civarinda goriilmektedir
(Bialasiewicz vd., 2005).

Milyonlarca insani etkileyen yaygin bir goz hastaligi olan glokom, halk arasinda goz
tansiyonu olarak bilinmektedir ve tedavi edilmez ise gérme kaybina neden olabilir.
G0z i¢inde basing yiikseldiginde gérmeyi saglayan goz siniri hiicrelerinin beslenmesi
bozulur ve bu hiicreler hasar gorerek yavas yavas oldiikce ¢evreden merkeze dogru
gérme kaybi ortaya ¢ikar (Sekil 1.3b). Hiicrelerin tiimii 61d{igli zaman kalici tam gdrme
kayb1 olusur. PEG, primer acik a¢ili glokoma gore daha ciddi klinik belirtiler ve daha
kotii bir gelisim siireci gostermektedir. PEG hastalarinda primer acik agili glokomlu
hastalara gore GIB (g6z ici basinci) daha yiiksektir. Bu yiiksek GIB'den dolay1, gérme
alan1 kaybi1 ve optik sinir hasar1 daha belirgindir (Bhat, 2010; Ritch vd., 2003).

PES sekonder katarakta da sebep olmaktadir (Kiichle vd., 1997). PES’de goriilen
karakteristik patolojik birikimler fakodonezis (lensin zoniiler desteginin azalmasina
bagli stabilitesinin bozulmasi durumu), midriyazis (goz bebegi biiylimesi), yetersiz
kan akdz bariyeri islev bozuklugu ve melanin dispersiyonu (dagilimi) gibi birgok goz
ici komplikasyonuna zemin hazirlamaktadir. Bu birikimler, PES hastalarinin goz i¢i
operasyonu ile iligkili olarak ortaya ¢ikan arka kapsiil riiptiirii (yirtilmasi/kopmasi) ile
vitreus kaybi, kornea endotel yetmezligi, lens zoniillerinde kopma, post-operatif

enflamasyon ve GIB yiikselmeleri, iris kaynakl1 géz i¢i kanamas1 ve intraokiiler lensin
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liiksasyonu (lensin bulundugu yerden tamamen ayrilmasi) gibi bir¢cok komplikasyonun

da nedenidir (Naumann vd., 1998; Schlotzer-Schrehardt ve Naumann, 2006).
1.1.6.2 Psodoeksfoliatif glokomun epidemiyolojisi

Psodoeksfoliasyon bulunan gozlerde glokom gelisme riski ¢ok yiiksektir (Mitchell vd.,
1999). Eger gozlerden birinde glokom, digerinde ise sadece PES var ise, bu gozde bes
yil iginde glokom geligsme riski %50°dir (Yalvag vd., 2001). Roth ve Epstein (1980),

glokom hastalarinin %12’sinde PEG varligin1 tespit etmislerdir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore glokom, diinyada korliik nedenleri arasinda
katarakttan sonra ikinci sirada gelmektedir (Resnikoff vd., 2004). Glokom geri
dondiiriilemez korliigiin ise ana nedeni durumundadir ve 2010 yilinda tiim diinya
capindaki korlilk nedenlerinin %8’ini teskil etmektedir (King vd., 2013). Diinya

capindaki kor insanlarin 6.6 milyonu glokom nedeniyle goérme yetisini kaybetmistir.

Yapilan hesaplara gore glokom 2020 yilinda tim diinyada 80 milyon insani
etkileyecektir. PEG, tiim glokomlarin yaklasik %25’ini olusturur (Schlétzer-
Schrehardt vd., 2002). Ulkemizde PES olan hastalarda glokom siklig1 %34.3, glokom
hastalarinda PES siklig1 ise %46.9 olarak saptanmistir (Yalaz vd., 1992). Calismalar
tutarh bir sekilde gdstermistir ki, ilerleyen yas glokom i¢in biiyiik bir risk faktoriidiir
(Giangiacomo ve Coleman, 2009). Toplumlarin yas ortalamasinin gittik¢e arttig1 goz

ontine alindiginda, PEG ve PES’in gelecekte daha sik goriilecegi diigiiniilmektedir.

Artmis g6z i¢i basinct, hastalarin yaklasik olarak %50'sinde glokom gelisimine neden
olur. Puska (2002), PES’den PEG’e doniisiim oranin1 yilda %3.2 olarak bildirmistir.
Jeng ve arkadaslarina (2007) gore PES olan hastalarda 15 yi1l sonra glokom gelistirme
olasilig1 %44’tiir. Gredum ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise

ortalama 8.7 yil sonra hastalarin %55.1'inde glokom gelistigi goriilmiistiir.

Normal GIB 10 ile 21 mmHg arasindadir ve herhangi bir nedenle bu basingtaki artis
okiiler hipertansiyon olarak adlandirilir. Bu durumda gérme alaninda azalma, gorme
kayb1 veya optik sinir hasar1 gibi bozukluklar gdzlenmezken, glokom daha ciddi bir
bozukluktur ve bunlarin hepsine sebep olabilmektedir. Bu durumda okiiler
hipertansiyona sahip bireylerin potansiyel glokom hastalar1 olabilecegi sdylenebilir.
PES hastalarinda %15 oraninda okiiler hipertansiyon ve %7 oraninda glokom

bulunmustur (Kozart ve Yanoff, 1982).
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ERKEN GLOKOM

NORMAL GORUS

NORMAL GOZ GLOKOMLU GOZ

Yiksek basing
optik sinirlere
zarar verir

ILERI GLOKOM EKSTREM GLOKOM

TIKANMIS DRENAJ KANALI
Akoz humor sivisindaki artis

gozdeki basincin artmasina - -
sebep olur b

Sekil 1.3:  Glokomlu goz. a. Normal goz ile glokomlu goziin farklar1 (URL-2’den uyarlanmistir). b. Glokom evrelerinde goérme alani degisimleri
(URL-3’ten uyarlanmistir).
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Yapilan bir caligmada 5-10 yillik takiplerde PES olan ve baslangigta glokomu olmayan
gozlerde glokom gelisme prevalansi %5.3 ile %15.4 arasinda bulunmustur (Henry vd.,
1987). Henke ve Naumann (1987) yaptiklar1 ¢alismada sekonder glokomlu hastalarda
%3.4 oraninda PES’e rastlamislardir. Kuzeybati ispanya’da yapilan bir arastirmada,
PEG’lilerin agik a¢ili glokomlularin %44.5’ini olusturdugu ve glokomun, PES’in
ortaya ¢ikmasindan bir siire sonra goriildiigii bildirilmistir (Moreno-Montaiés vd.,
1990). Giirli’niin (2004) ¢alismasinda ise PEG gelisme oran1 %5 olarak bildirilmistir.
Fransa’da yapilan bir ¢alismada ise PES’lilerin %65.5’inin glokomunun da oldugu

saptanmistir (Colin vd., 1988).
1.1.7 Psodoeksfoliasyon sendromu ve glokomu patogenezi
1.1.7.1 Psodoeksfoliasyon sendromunun patogenezi

PES hiicre dis1 matriksteki elastik lifsi materyallerin kronik olarak birikmesi ile
karakterizedir. Bu durum yetersiz yikilma, ¢cok fazla {iretim veya her ikisinin birden
gerceklesmesi sebebiyle ortaya ¢ikar. PES patogenezinde elastik mikrofibril teorisi
molekiiler  biyoloji, biyokimyasal ve immiinohistokimyasal veriler ile
desteklenmektedir (Streeten vd., 1986). PES materyali fazlaca ¢apraz bagh
glikoprotein-proteoglikan kompleksinden olusmustur ve birikim yapan bu fibrillerin
iginde, elastin, vitronektin, tropoelastin, fibrillin-1, sindekan, fibulin-2 ve versikan gibi
molekiillerin yani sira, ¢apraz baglayici enzim lizil oksidaz-benzeri (LOXL) ve
ekstraselliiler saperon clusterin de bulunmaktadir (Ritch, 2008; Andrikopoulos vd.,
2014).

Psodoeksfoliasyon materyali bag dokunun kan damarlarinin ¢evresinde birikir. Bu
materyal akciger, karaciger, bobrek, safra kesesi ve serebral meninkslerde elektron
mikroskobu ve immiinohistokimyasal yontemler ile tespit edilmistir. Anjina (kalp
spazmi), aort anevrizmasi ve bunama gibi kardiyo ve serebrovaskiiler hastaliklar PES

ile iliskilendirilmistir (Elhawy vd., 2012).
1.1.7.2 Psodoeksfoliatif glokomun patogenezi

Mitchell ve arkadaslar1 (1999) bazi Kisilerdeki psodoeksfoliatif materyalin miktar: ile
onun glokoma neden olma etkisi arasindaki olasi iliskiyi incelemigler ve
psodoeksfoliatif materyalin miktari ile glokom riskinin PES’li kisilerde 2-3 kat, PES’li

gozlerde ise 5 kat arttigin1 saptamuslardir. GIB’nin unilateral PES’li ve bilateral

13



glokomlu orneklerde genellikle psddoeksfoliatif materyalinin goriildiigii gozlerde,
bilateral tutulumda ise daha ileri psodoeksfoliasyon tasiyan gozlerde daha yiiksek

bulunmasi da bu savi desteklemektedir.

Glokom genellikle agik a¢ili olarak goriilmektedir, fakat kapanabilir ag1 insidans: da
normal popiilasyona gore fazladir (Yalaz vd., 1992). PES ile iliskili agik acili glokom,
primer acik acili glokomdan klinik olarak farkli olmasinin yani sira morfolojik ve
histopatolojik olarak da farklidir (Schlotzer-Schrehardt vd., 2002). PES ile iliskili agik
acili glokom, primer acik agil glokoma gore hastalarin steroid cevabi icin daha disiik
hassasiyet gosterir (Brusini vd., 1994). Ayrica goreceli olarak daha siddetli ve
ilerleyici glokom tipi olan PES ile iliskili agik agili glokom, yiiksek GIB seviyeleri ve
ditirnal (gilindiiz) basing egrisinde dalgalanmalar gostermektedir. Bu sebeple PES ile
iliskili agik a¢ili glokom, primer acik agili glokoma gore medikal tedaviye daha
direncli oldugundan erken donem glokom cerrahisine ihtiyag duyabilir (Mitchell vd.,
1999). PES ile iliskili agik agili glokomda, primer agik acili glokomdan farkl: olarak

gonyoskopik muayenede agida hiperpigmentasyon da mevcuttur.

PES’li hastalarda, ag1 kapanmasi glokomu igin ana risk faktorii olan kapanabilir
acilarin prevalansinda artma saptanmistir ve bu durum ag1 kapanmasi glokomundaki
artig ile uyumludur (Morrison ve Green, 1988). PEG’li hastalarda primer a¢ik acih
glokoma gore daha yiiksek ortalama GiB, daha biiyiik cupping (gozde optik diskin
ortast cup olarak adlandirilir ve bu boliimdeki degisimler cupping terimi ile ifade
edilir), gorme alan1 bozukluklar1 ve daha hizli ilerleme goriillmektedir. PES’li
hastalarda, PES olmayan hastalara gore glokomat6z optik sinir hasari gelisimi daha
olasidir. Ancak primer acik agili glokomlu hastalara gére PEG’li hastalarda gbzlenen
elastoz daha siddetlidir (Netland vd., 1995). PES’li hastalarda goriilenden daha yiiksek
seyreden GIB bu glokomat6z hasar farkina sebep olabilir (Gottanka vd., 1997; Shields,
2001).

Yapilan ¢alismalarda, farkli glokom tipleri olan hastalarda, retinada sinir lifleri
tabakasinda ve optik sinir basinda belirgin degisiklikler saptanmistir (Shields, 2001).
Primer acik agili glokomlu olan gozlere gore PES’1i gozlerde optik diskin daha kiigiik
oldugu tespit edilmistir (Jonas ve Papastathopoulos, 1997). Ancak bulgularin glokom

gelisimi agisindan risk olusturup olusturmadig: tartismalidir.
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PEG’in primer veya sekonder glokom olup olmadig1 da tartigmalidir. Schlemm kanal:
ve jukstakanalikiiler dokulardaki bozukluklar ile Schlemm kanali ve trabekiiler ag
tarafindan psodoeksfoliatif materyalin lokal iiretimi kronik basing artisinin nedenleri
olabilir gibi goriilmektedir (Jacobi ve Krieglstein, 1994; Schlétzer-Schrehardt vd.,
2003). Bunun yaninda basing artimina katkida bulunan ek patogenetik faktorler ise
belirgin melanin dispersiyonu (dagilimi), vaskiiler faktorler, lamina kribrozanin bag
doku degisiklikleri ve ak6z humorda artmis protein konsantrasyonu olarak siralanabilir
(Schlétzer-Schrehardt vd., 2002; Jacobi ve Krieglstein, 1994). Ancak tek tarafli PES’li
olgulardaki her iki gozde de glokom goriilmesi ve psddoeksfoliasyon materyali ve
pigment dispersiyonu saptanan her gézde glokom goriilmemesi, altta yatan sebebin

primer trabekiiler islev bozuklugu olabilecegini diisiindiirmektedir.
1.1.7.3 Psodoeksfoliasyon sendromu ve glokomu genetik faktorleri

PES hem genetik hem de gevresel faktorler iceren bir patofizyolojiye sahiptir. Genetik
mekanizmalar, hiicre dis1 matriksin yapimi ve yikimindan sorumlu lizil oksidaz-
benzeri (lysyl oxidase like; LOXL) ve clusterin gibi diizenleyici proteinlerin
genlerindeki bozukluklara dayaniyor olabilir (Sein vd., 2013). Hiicre dis1 matriks
metabolizmasi ve hiicresel stres ile ilgili bir protein olan clusterinin PES’li gozlerde
farkli ifade edildigi belirlenmistir (Zenkel vd., 2006). Clusterin ile ilgili bilgiler

ilerleyen kisimlarda daha detayli verilmektedir.

Norodejeneratif hastaliklar i¢in apolipoprotein E (APOE) major bir risk faktoriidiir ve
onceki calismalar tanimli popiilasyonlardaki glokom ile APOE alelleri arasinda bir
iliski olabilecegine diisiindiirmiistiir (Al-Dabbagh vd., 2009). Calisma gruplar
arasinda degisik olarak goriinen APOE genotipi ile PEG arasindaki iligki direkt genetik
bir etkiden ziyade modifiye edici bir etkiyi gostermektedir. Toplumlar arasinda da
farkliliklar s6z konusudur. Yilmaz ve arkadaslar1 (2005a) bir Tiirk popiilasyonunda
APOE?2 alelinin PES gelisimi ile anlaml iligkide oldugunu gostermis olsa da Norveg
(Ritland vd., 2007) ve Almanya’da yapilan (Krumbiegel vd., 2010) ¢alismalarda PES

icin alel ve genotip siklig1 acisindan anlamli farklar bulunamamustir.

Glutatyon S-transferazlar (GST) oksidatif stres sirasinda olusan sekonder metabolitleri
ve ksenobiyotikleri inaktive eden bir enzim ailesidir. Baz1 arastirmacilara gére GST
fonksiyonu azaldiginda optik sinir tizerindeki oksidatif stresin direkt veya indirekt

hasarlayict etkileri kotiilesmektedir. Bu sebeple glokom gelisimi icin GST
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polimorfizmlerinin risk faktdrleri oldugunu savunmuslardir. Bununla beraber GSTT1
ve GSTML1 polimorfizmleri Suudi Arap hastalarda PEG ile iliskilendirilmistir (TOMO
genotipi i¢in P=0.002, OR=7.12, %95 CI=1.65-35.0; TIMO genotipi i¢in P=0.00001,
OR=9.01, %95 CI=3.89-21.3; TOM1 genotipi i¢in P=0.00001, OR=8.07, %95
Cl=2.58-26.9) (Abu-Amero vd., 2008a). Bunun aksine, bir Tiirk popiilasyonunda PEG
ve PES hastalar1 ile kontroller arasinda GSTT1, GSTMI1 ve GSTPI gen

polimorfizmleri i¢in anlamli bir fark bulunamamuistir (Y1lmaz vd., 2005b).

Yiice ve arkadaslar1 (2007) Tiirk popiilasyonunda manganaz siiperoksit dismutaz
polimorfizmlerini incelemis ve PES ile arasinda bir iliski saptayamamislardir. TNF-a
(tumor necrosis factor alpha — tiimor nekroz faktorii alfa), primer agik agili glokom
patogenezinde énemlidir ve onu kodlayan TNF-a genindeki polimorfizmler hem Iran
hem de Pakistan popiilasyonlarinda PEG ile anlamli derecede iligkili bulunmustur. Bu
durum immunolojik faktorlerin psddoeksfoliasyonla iligkili ndrodejenerasyonda bir
rolii olabilecegini gostermektedir (Razeghinejad vd., 2009; Khan vd., 2009). Tiirk ve
Avrupali hastalarda ise TNF-o polimorfizmleri ile PEG arasinda anlamli bir iligki
gbzlenmemistir (Tekeli vd., 2008; Mossbock vd., 2009). Suudi Arap PEG hastalarinda
OPA1, OPA3, CYPIBI1, MYOC, OPTN veya WDR36 gibi diger glokom tipleri veya
diger kalitimsal optik noropatilerle iliskili genlerde bir mutasyon saptanmamistir. Ayni
calismadaki PEG hastalarinin  %10’unda mitokondriyal DNA mutasyonlari
saptanmistir (Abu-Amero vd., 2008b). Bu bulgular, psddoeksfoliasyon materyali
olusumu ve birikmesi ile iligkili diger faktorlere gore tipik glokomla iligkili genlerin
ve mitokondriyal anormalliklerin PEG agisindan daha az o©nemli oldugunu
gostermektedir. Bagka bir calismada Alman popiilasyonunda mitokondriyal haplogrup
(benzer haplotip (birlikte iletilen kromozomlar {izerinde birbirleriyle iligkili
lokuslardaki DNA dizisi) gruplarmin tiimiinde ortak atadan gelen ayni tek niikleotit
polimorfizmine sahip gen serilerinin olusturdugu grup) U varliginin PEG gelisimi i¢in
riski azalttigi goriilmiistiir, fakat bu iliskinin anlamliligina dair bagka c¢alismalar

gerekmektedir (Wolf vd., 2010).
Psodoeksfoliasyon sendromu ve glokomunda aday genler

LOXL enzim ailesi kolajen ile elastini ¢apraz baglayarak elastik liflerin olusumu,
stabilizasyonu, yeniden modellenmesi ve dokularin esnekliklerinin yasa bagli olarak

azalmasinin 6nlenmesi gibi 6nemli fonksiyonlardan sorumludur. Bu ailenin bir iiyesi
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olan LOXLI enzimini kodlayan gendeki polimorfizmler Amerika ve Avrupalilar
(Aragon-Martin vd., 2008), Hintliler (Ramprasad vd., 2008), Avustralyalilar (Hewitt
vd., 2008), Almanlar ve Italyanlar (Pasutto vd., 2008), Japonlar (Hayashi vd., 2008;
Ozaki vd., 2008), Cinliler (Chen vd., 2009) ve Tiirkler (Kasim vd., 2013) gibi bir¢ok
farkli popiilasyonda PES ile iliskili bulunmustur. izlandalilar, Isvegliler (Thorleifsson
vd., 2007), Amerikali beyazlar (Challa vd., 2008), Amerika ve Avrupalilar (Aragon-
Martin vd., 2008; Yang vd., 2008), Almanlar, Italyanlar (Pasutto vd., 2008), Giiney
Afrikalilar (Williams vd., 2010) ve Tiirkler (Kasim vd., 2013) gibi bir¢ok farklh
popiilasyonda ise LOXL enzimini kodlayan gendeki polimorfizmler ile PEG iligkili
bulunmustur. Bazi PES hastalarinda glokom gelistiginden ve glokom da tedavi
edilmedigi takdirde korliige sebep olabileceginden, glokom gelistirme riski olan PES
hastalarinin belirlenmesi son derece kritik bir 6neme sahiptir. Yakin zamanda
yayimlanan bir ¢calismaya goére LOXL1 genetik polimorfizmleri bu ayrimi1 yapmakta

basarisizdir (Anastasopoulos vd., 2014).

LOXL1’in hastalikla iliskili her iki tek niikleotit polimorfizmi (SNP — Single
Nucleotide Polymorphism) de N-terminal bolgesini kodlayan ekson 1’de bulunur ve
bu bolge hem substrat tanima ve baglanmasinda hem de diizgiin enzim aktivasyonunda
gorev alir. Katalitik bolgelerin yer aldig1 proteinin ¢ok korunakli C-terminalinde ise
anormallikler saptanmamistir. LOXL1 rs1048661 SNP risk alleli olan G (R141L) i¢in
okiiler LOXL1 ekspresyonu normal kontrollere gore %40 azalmistir. Aksine, LOXL1
ekspresyon diizeylerinde popiilasyonlarin ¢ogunda PES ic¢in daha yiiksek risk
olusturan rs3825942 SNP risk alleli G (G153D) i¢in bir etki saptanmamistir.
Psodoeksfoliasyon materyalinin bulundugu dokularda LOXL1 ekspresyonu da
belirgin sekilde diizensizlesirken, bu diizensizlesmenin kesinlikle fibrotik olayin
evresine bagli oldugu tespit edilmistir. (Schltzer-Schrehardt vd., 2008).
Psodoeksfoliasyon materyali fibrogenezinin erken evrelerindeki LOXL1’in gegici
olarak yukar1 dogru diizenlenmesi ve aktive olmasi, elastik lif olusumu i¢in gerekli
matriks bilesenleri ile birlestiginde PES hastalarmin dokularinda biriken anormal
fibriller agregatlarin olusumuna katkida bulunur. Dolayisiyla LOXL1 kendisinin
normal baglanma partneri olan fibulin-5 yerine ozellikle fibrillin-1 gibi elastik lif
bilesenleri ile birlikte bulundugu tiim intra ve ekstraokiiler bolgelerde fibriller,
psodoeksfoliasyon materyal agregatlarinin 6nemli bir komponenti olur. Bu durum

substrat spesifitesi agisindan patolojik matriks olusumu bdlgelerinde bir degisim
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oldugunu gostermektedir. Psddoeksfoliasyon materyalinin 6nemli bilesenlerinden biri
de fibrillin-1"dir. LOXL1 rs3825942 SNP’sinin fibrillin igeren mikrofibrillerin, olgun
psodoeksfoliasyon materyal fibrillerine anormal islenmesi, kurulumu, capraz
baglanmasi ve agregasyonunda rol aldigi disiiniilmektedir (Schl6tzer-Schrehardt,
2011).

Yapilan bir ¢alismada psodoeksfoliasyon materyali olusumunda yer alan gesitli
fonksiyonel aday genler incelenmis (fibrillin-1, LTBP-2, MAGP-2, TGM2
(transglutaminaz-2), TGF-p1 ve clusterin) ve Italyan hastalarda bir iliski
bulunamazken iki ayr1 Alman g¢alismasinda clusterin geninin bir intronik SNP’si ile
iligkili oldugu gosterilmistir (Krumbiegel vd., 2009). Avustralyali hastalarda da
clusterinin farkli SNP’leri ve haplotipleri incelenmis ve PES ile iligkili bulunmustur
(Burdon vd., 2008). Clusterin yanls katlanmis ekstraselliiler proteinlerin ¢okelme ve
yigismasini Onleyerek ekstraselliiler bir saperon olarak gorev alir. Yapilan bazi
calismalarda PES’li akoz humor ve 6n segment dokularinda clusterin ekspresyonunun
anlamli derecede azaldigi gosterilmis ve ekstraselliller boslukta anormal olarak
birikmis olan psddoeksfoliasyon materyalinin Stabil birikimine yol agtigi One

stirilmistiir (Zenkel vd., 2006).

Interldkin-6 gibi pro-fibrotik sitokinler, biiyiime faktorleri, 6zellikle transforme edici
biyime faktorii (TGF-B1), yiikselmis hiicresel ve oksidatif stres, matriks
metalloproteinazlar ile metalloproteinazlarin doku inhibitorii arasindaki dengedeki
lokal degisiklik de bu patogenezde rol oynuyor gibi goriinmektedir (Gartaganis vd.,
2002; Schlotzer-Schrehardt ve Naumann, 2006; Gartaganis vd., 2007; Schlotzer-
Schrehardt, 2009). PES’de TGF-1’in normalden yliksek seviyelerde ifade edildigi
tespit edilmistir (Kaliakos vd., 2001). Oksidatif stres bu hastaligin patofizyolojisinde
onemli yer tutuyor gibi durmaktadir. PES hastalarinda akéz humordaki askorbik asit
seviyesinin diisiik, malondialdehit konsantrasyonunun ise yiiksek oldugunun
goriilmesi antioksidan koruma sisteminin bozuk oldugunu ortaya koymaktadir

(Koliakos vd., 2002; Yilmaz vd., 2005c).

Bagka bir ¢aligmada ise elastin geninin sik goriilen polimorfizmleriyle PEG ve PES
arasinda bir iliski bulunmamistir (Fan vd., 2010). Ak6z humorda ve g6z dokularinda
MMP (matrix metalloproteinases) aktivitesinin azalmasi veya MMP/TIMP (tissue

inhibitor of metalloproteinases) dengesindeki degisiklikler anormal psédoeksfoliasyon
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materyali birikiminde énemli bir patojenik mekanizmadir (Schlétzer-Schrehardt vd.,
2003). Fakat Yunan hastalarda MMP-1 ve MMP-3 gen polimorfizmleri PEG ve PES
ile net bir anlamli iliski gostermemistir (Tsironi vd., 2009). Homosistein
metabolizmasinda yer alan bazi genlerin polimorfizmleri ise PEG ve PES ile iliskili
bulunmamis olsa da (Fan vd., 2008) psodocksfoliasyon materyali patogenezinde
gozyasi, akdz humor ve plazmadaki yiiksek homosistein diizeylerinin katkist oldugu
ve PES hastalarinda vaskiiler riski artirdig1 diisiiniilmektedir (Schlétzer-Schrehardt ve
Naumann, 2006). Alman hastalarda yapilan bir ¢alismada CNTNAP2 (contactin
associated protein like 2) genindeki iki SNP’nin ve ayrica bunlarin haplotiplerinin
PEG ve PES ile anlamli bir iliskisi oldugu belirlenmistir. CNTNAP2’nin 6zellikle
psoddoeksfoliasyon materyali olusumunda rol alan hiicre tiplerindeki lokalizasyonu ve
okiiler dokularda CNTNAP2 proteini ekspresyon ve lokalizasyon modelleri
CNTNAP2’yi PES i¢in ilgi ¢ekici bir aday gen haline getirmistir (Schlétzer-
Schrehardt, 2011).

1.1.8 Psodoeksfoliasyon sendromu ve glokomu cevresel faktorleri

HLA (human leukocyte antigen) ve polimorfik isaretleyici iligkileri, ailesel
agregasyon ve cografik kiimelenmeler PES’in genetik yoniinii vurgulasa da ¢evresel
faktorler de bu hastaligin gelisiminde rol oynamaktadir (Damji vd., 1998). PEG ve
PES’in ortaya cikmasina yol acan cevresel faktorler arasinda ultraviyole 1siga
maruziyet, travma, beslenme, bulasici ajanlar ve inflamasyon bulunmaktadir
(Schldtzer-Schrehardt, 2012). Ultraviyole (UV) 1sinlara daha fazla maruz kalan
toplumlarda PES sikliginin daha fazla oldugu goriilmistiir (Resnikoff vd., 1991). PES
patogenezindeki gevresel faktorlere otoimmiinite (Ringvold, 1988) ve yavas viral
enfeksiyonlar (Luntz ve Ballard, 1979) da eklenebilir. Keratoplasti (kornea nakli)
gecirmis olan nispeten geng hastalarda PES goriilmesi, bu hastaligin dondrden alictya
gecebildigini gostermektedir. Fakat bu kesin bir kanit sayilmaz ¢linkii PES endotel
hiicre ¢ogalmasi veya travma sebebiyle de gelisebilir (Kiichle ve Naumann, 1992).
Geng hastalardaki katarakt cerrahisi sonras1 PES gelisimi de 6n segment travmalarinin
PES i¢in zemin hazirlayabilecegini gostermektedir (Konstas vd., 1997; Horven ve

Hutchinson, 1966).
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1.1.9 Psodoeksfoliasyon sendromu ve glokomu risk faktorleri

PES materyali birikimi ve toplumda PES goriilme siklig1 yaga bagl olarak artmaktadir
(Mitchell vd., 1999). PES nadiren 50 yasindan 6nce goriiliir ve goriilme siklig1 yasla
birlikte giderek artmaktadir. Bununla birlikte, normal yaslanmanin bir parcasi1 degildir
(Bhat, 2010). PES prevalansinda en yiiksek degerler 70-80 yas arasinda goriilmektedir.
Reykjavik’deki 70 yas ve iistli Finlandiyalilarda prevalans %22 olarak bulunurken, 80
yas ve iistii izlandalilarda prevalans %40°dir (Jonasson vd., 2003). Framingham’daki
glokomu olmayan bireylerde 52-64 yas arasinda PES insidans1 %0.6 iken, 75-85 yas
arasinda bu oran %S5’e cikmaktadir (Leibowitz vd., 1980). PES prevalans: klinik
muayenede saptanandan 2 kat daha fazla olabilir. Ameliyat 6ncesi muayenelerde
hastalarin %16’sinda PES saptanabilirken, ameliyat sonrasi bu hastalarin %33’iinde
PES oldugu tespit edilmistir (Aasved, 1971). PES prevalansinin 50 yasindan itibaren
her on yilda yaklasik iki katina ¢iktigini raporlayan bir ¢aligmaya gore 60-69 yas
arasinda PES prevalansi %10, 70-79 yas arasinda %21 ve 80-89 yas arasinda %33
olarak saptanmustir (Forsius, 1988). Kuzey Isve¢’teki bir ¢alismada PES oram 66
yasinda %23 olarak bulunurken, 87 yasina gelindiginde bu oranin %61’e yiikseldigi
goriilmiistiir (Ekstrom, 1987). Toplumlarin yas ortalamasi gittikge artmaktadir ve bu
sebeple PEG ve PES’in gelecekte daha sik goriilecegi diistintilmektedir.

Cinsiyet dagilimi ile ilgili pek ¢ok tartigma mevcuttur. Bazi ¢alismalarda cinsiyet farki
olmadig: bildirilmis (Yalaz vd., 1992) ve bazilarinda kadinlarda (Mitchell vd., 1999;
Kozart ve Yanoff, 1982), bazilarinda ise erkeklerde (Kozobolis vd., 1997; Challa,
2009; Stein vd., 2011; Mccarty ve Taylor, 2000) yiiksek prevalans bulunmustur.
Ornegin, Kozart ve Yanoffun calismasinda (1982), PES kadinlarda erkeklere gére 3

kat daha fazla gortilmiistiir.

Her ne kadar diinyanin her bolgesinde meydana gelse de PEG ve PES goriilme
sikliginda énemli 1rk varyasyonlar1 vardir. Iskandinav iilkelerinde agik agili glokom
olgularinin %50'sinden fazlas1 PES kaynakhidir. PES, Afrikali Amerikalilar ve
Eskimolar arasinda nispeten nadirdir. Kanada’nin kuzey kutbu boyunca yasayan
Inuitlerde (Eskimo) hi¢ goriilmemistir. Kuzey Avrupamin yerli halki olan Sami
halkinda PES prevalans: yiiksektir. Giliney Afrika'da Bantu kabileleri arasinda bir
glokom kliniginde hastalarin %19'unda eksfoliasyon goriilmiistiir. Suudi Arabistan,

Summanen ve Tonjum'da PES prevalansi1 %13 olarak bildirilmistir. New Mexico’daki
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Ispanyol Amerikanlarda PES prevalansinin %3-6 arasinda oldugu tahmin edilmektedir
(Bhat, 2010).

Aym ilkenin degisik etnik bolgelerinde de PES prevalanst farkli sonuglar
verebilmektedir. PES orani1 Fransa’da %3.6 ile %20.6 arasinda (Colin vd., 1988),
Girit’te %11.5 ile %27 arasinda (Kozobolis vd., 1997), Norveg’in ii¢ farkli kesiminde
ise %10.2, %19.6 ve %21 olarak bulunmustur (Ringvold vd., 1987).

Yapilan epidemiyolojik bir ¢alismada, PES olusumunda iklimin herhangi bir etkisi
olmadig1 éne siiriilmiistiir (Forsius vd., 2002). Ayni iklim kosullarina sahip inuit
bolgesinde hig PES vakasi gorilmezken, Sami’de PES prevalanst %13 olarak
bulunmaktadir. Bu bulgular popiilasyonlar arasindaki prevalans farkina genetik

nedenlerin sebep oldugu fikrini desteklemektedir (Forsius vd., 2002).
1.1.10 Psodoeksfoliasyon sendromu ve glokomundan korunma

Psodoeksfoliasyon materyalini aspire ederek temizlemeyi hedefleyen operasyonlar
sonrasinda ayni patolojik birikimlerin yeniden olugmasi nedeniyle bu sendromun kesin
tedavisi heniiz yoktur (Jacobi vd., 1999). Glokom tedavisinde ise gorme kaybini
Onlemeyi veya geri dondlirmeyi saglayacak bir tedavi yapilamamakta, yalnizca
gozdeki basmcin diisiiriilmesi hedeflenmektedir. GIB’nin diisiiriilmesi igin ilag
tedavisi uygulanabilecegi gibi gerekli durumlarda laser tedavisi de (6zellikle selektif
laser trabekiiloplasti) uygulanabilmektedir. Ayrica, PEG primer acik agili glokoma
gore tedaviye daha fazla direng gostermektedir ve bu da goz i¢i basincim diisiirmede

zorluklara sebep olmaktadir.

Psddoeksfoliasyon materyali yalnizca okiiler dokularda degil, kalp, akciger, karaciger,
safra kesesi, atardamarlar gibi hemen hemen tiim organ ve dokularda birikim yaparak
zarar verir (Schlétzer-Schrehardt vd., 1992; Streeten vd., 1992). Ornegin aort
damarinda birikim yaparak anevrizmaya, kulakta ise isitme kaybina neden
olabilmektedir (Samarai vd., 2012). Bu nedenle, uzun vadede, psédoeksfoliasyon
materyalinin olusumunda rol alan faktorlerin tespit edilmesi ve bu sayede PES’in
ortaya ¢ikmasinin dnlenebilmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu calismada incelenecek
protein PES ile ilgili bulunursa, bunlar mekanistik olarak iligkilerinin teyit edilmesinin

ardindan, ileriki yillarda tedavi i¢in yeni imkanlar yaratabilecektir.
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1.2 Clusterin

Clusterin (Apolipoprotein J) 8. kromozom iizerinde kodlanan (8p21.1) tek bir genden
ifade edilen 5 izoformu olan bir glikoproteindir ve major izoformu (salgilanan
clusterin izoformu) 449 amino asitten olusur. The Protein Model Portal’da insan
clusterin proteini salgilanan izoformu i¢in homoloji (benzeyis) modelleme yontemi
kullanilarak ~%23’liik benzerlik ile iki adet 3D (3 boyutlu) yap1 verilmistir (URL-4;
URL-5) (Sekil 1.4). Bunlar disinda clusterin 3D yapisi hakkinda bilgi

bulunmamaktadir.

Clusterinin tanimlanmis 5 izoformundan biri olan mindr izoform niikleer clusterin
izoformu, primer transkriptten alternatif splays (splice) yoluyla iiretilen 55 kDa
molekiil agirliginda, 416 amino asitten olusmus bir proteindir ve apoptozu
tetiklemekten sorumludur (URL-5). Proteinin major izorformu olan salgilanan
izoformu ise 70-80 kDa molekiil agirligina sahip, 5 tane disiilfiir bagiyla birbirine
baglanmis alfa ve beta zincirlerinden olugan heterodimer bir glikoproteindir ve 449
amino asitten olusur (URL-5; de Silva vd., 1990). Hemen hemen tiim hiicre tiplerinde
salgilanan clusterin sentezlenir, hiicre disina salgilanir ve tiim viicut sivilarinda
bulunmaktadir (Jones ve Jomary, 2002). Gozde kornea, lens, retina, akz humor ve
vitreus humorda clusterin proteinine rastlanmistir (Wong vd., 2000). Clusterin tiim
memeli dokularinda siirekli ifade edilen bir proteindir ve plazma, siit, idrar, beyin-
omurilik s1vist gibi viicut sivilarinin da temel proteinlerinden biridir (Kiligarslan vd.,

2017).

a. b.

Sekil 1.4: Clusterin 3D yapilart (~%23 benzerlik ile). a. Modbase tarafindan
belirlenmis yap1 (URL-6). b. Swissmodel tarafindan belirlenmis yap1 (URL-7).

Su ana dek clusterin ile iliskili olarak hiicre zarlarinin korunmasi, hiicre-hiicre ve
hiicre-hiicre dis1 matriks iligkilerinin dengelenmesi ve komplement diizenlenmesi gibi
birgok fizyolojik fonksiyon belirlenmistir (Wilson ve Easterbrook-Smith, 2000).

Clusterin ayn1 zamanda hiicresel stres durumlarinda, salgilandigr yerde yanlis
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katlanmis proteinlerin stresle tetiklenen ¢okelmesi ve yigismasinin onlenmesini de
sagladigi icin hiicre dis1 saperon olarak gorev yapmaktadir (Humphreys vd., 1999).
Proteinlerin yanlis katlanmasi, mutasyon veya oksidatif hiicre hasar1 nedeniyle olusan
yapisal modifikasyonlar sonucunda ortaya c¢ikar. Molekiiler saperonlar, kismi
katlanmig veya katlanmamig proteinlerle etkilesime girerek onlarin birikmesi ve
cokelmesine engel olmak suretiyle hiicresel koruma sistemi olarak gorev yaparlar.
Clusterin de proteinlerin kismi olarak agilmis hidrofobik kisimlarina baglanarak onlari
¢Oziiniir kilar, birbirlerine yapismalarini ve ¢okelmelerini engeller (Humhreys vd.,

1999; Poon vd., 2000; Carver vd., 2003).

Clusterin bu iki izoformu sayesinde, hiicresel stres seviyesine gore ya yasamin
devamliligint ya da hiicrenin programli olarak o6ldiiriilmesini saglar. Buna paralel
olarak, su ana kadar yapilan calismalarda anormal hiicre 6liimii veya ¢cogalmasi olan
hastaliklarda yiiksek seviyede clusterin ifade edildigi goriilmiistiir. Alzheimer hastaligi
(Xing vd., 2012; M. Mullan vd., 2013), multipl skleroz (Polihronis vd., 1993),
miyokard enfarktiisii (Vdkeva vd., 1993), glomeriilonefrit (bobrekteki nefronlarin
iltihaplanmasi) (Murphy vd., 1989), bobrek hastaligi (Dvergsten vd., 1994) ve gesitli
kanserlerde (Kang vd., 2004) clusterin ifadesinin arttig1 gézlenmistir. Yapilan in vitro
caligmalarda 1s1 soku ve oksidatif stres gibi hiicresel stres durumlarinda clusterin
ifadesinin indiiklendigi goriilmistir (Viard vd., 1999). Clusterin proteini
arteriosklerotik plaklar (atardamarlarin sertlesmesine sebep olan plaklar) (Jordan-
Starck vd., 1994), Alzheimer hastaligindaki plaklar (Calero vd., 2000) ve drusen
(retinanin altindaki sar1 veya beyaz ekstraselliiler matriks materyali birikimleri)
(Hollyfield vd., 2003) gibi patolojik ekstraselliiler birikimlerle fiziksel olarak iliskili
bulunmustur. Beyinde ve diger organlardaki amiloid birikimlerinin i¢inde clusterin
proteininin varlig1 gosterilmistir (Calero vd., 2000). 2016 yilinda yapilmis analize gore
95 bireyden farkli dokular alinmis ve bu dokularda clusterin ekspresyonu bakilarak
toplamda 27 doku orneginde clusterin ekspresyon seviyeleri belirlenmis ve Sekil

1.5’teki sonuglar elde edilmistir (URL-8).
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Sekil 1.5:  Farkli dokulardaki clusterin gen ekspresyonlari. 95 bireyden farkli doku oOrnekleri ile ve toplamda 27 farkli doku Ornegi ile
olusturulmustur. RPKM: reads per kilobase of transcript per million mapped reads — her milyon eslestirilmis okumanin, transkriptin her
kilobazindaki okumasi (URL-8).
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PEG ve PES hastalarinin ameliyatla ¢ikarilmig g6z dokularinda clusterin ifadesi
incelendiginde, cogu okiiler hiicrede clusterin mRNA’sina rastlanmis, ancak en yliksek
ifade seviyesi okiiler bazal membran ve stromal lifler gibi ekstraselliiler yapilarda
belirlenmistir. PES birikimlerinde clusterin proteininin varligi tespit edilmistir (Zenkel
vd., 2006). PES hastalarinin iris, lens ve silier proses dokularinda clusterin
mRNA’sinin agag1 diizenlemeye ugradig1 gosterilmistir (Zenkel vd., 2005). Hem PES
hem de PEG’li gézlerde 6n segment dokularda clusterin mRNA’sinin 6énemli derecede
asag1 diizenlemeye ugradigi, arka segment dokularda ise ifade seviyesinde farklilik

olmadig1 gozlenmistir (Zenkel vd., 2006).

PES hastalarinda goziin 6n kamarasindaki oksidatif ortam (Koliakos vd., 2003)
nedeniyle protein yanlis katlanmalarinin meydana gelebilecegi, clusterin ifadesinin de
azalmis olmasimin sonucunda protein birikiminin arttifi ve PES’de goriilen
karakteristik patolojik birikimi meydana getirdigi Onerisi getirilmistir (Zenkel vd.,
2006). Ancak, yukarida da belirtildigi gibi baz1 ¢alismalarda oksidatif stresin clusterin
ifadesini indiikledigi goriilmiistiir (Viard vd., 1999). Oksidatif strese ragmen clusterin
ifadesinin diisiik olmasi, bize bu patolojide clusterin seviyelerinin diisiik olmasina
neden olan bazi bagka faktorlerin de devrede olabilecegini diislindiirmiistiir. Bu
faktorlerin arasinda diistik 1fade edilme seviyesine neden olan genetik polimorfizmler

olabilir. Clusterin genetik polimorfizmleri ileriki boliimlerde ele alinacaktir.

1.3 Genetik Polimorfizm

Genetik polimorfizm, bir popiilasyondaki bireyler arasinda DNA dizilimindeki
farklilik olarak, yani bir tiir icinde birden fazla fenotip varligi olarak tanimlanir. Bu
farkliliklar ekleme, silme, ters c¢evirme, dizi tekrarlar1 ve tek niikleotit
polimorfizmlerini igerir. Genetik materyaldeki bu degisiklikler tesadif eseri, evrimsel
zorlama sebebiyle veya cevresel faktorlerden kaynaklaniyor olabilir. Bu terim,
nifusun  %l'inden fazlasinda bulunan varyasyonlarda kullanilmak {izere

siirlandirilmistir (Ford, 1966).
1.3.1 Tek niikleotit polimorfizmi

Tek bir niikleotitteki degisim tek niikleotit polimorfizmi (SNP-single nucleotide

polymorphism) olarak adlandirilir (Lewin, 2007). Tek niikleotit polimorfizmi olarak
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smiflandirilmasi i¢in popiilasyonda en az rastlanan alel %1 veya daha fazla bir

frekansa sahip olmalidir. Frekans bundan daha diisiikkse mutasyon olarak kabul edilir.

SNP'lerin biiylik cogunlugu kodlamayan bolgelerdedir ve dogal seleksiyon altinda
olmadiklar1 diisiiniilmektedir (Shastry vd., 2002). Bununla birlikte, insan genomunun
en az %35'i stabilize edici secilim altindadir (Chinwalla vd., 2002). Intergenik bdlgeler
ve transkripsiyon faktorii baglanma mevkileri genomun diizenleyici kisimlaridir.
Dolayisiyla, protein kodlama sekansi tiizerindeki varyasyonlarin neden oldugu
fonksiyon degisikliklerine ek olarak diizenleyici alanlardaki degistirme, silme veya
yok etme, hedef genlerin kullanimin1 bozabilir veya gen ekspresyonunda artig veya
azalmaya neden olabilir (Knight vd., 2003). Dolayisiyla, bir genin diizenleyici
alanlarinda bulunan polimorfizmler, belirli bir transkripsiyon faktorii i¢in baglanma
afinitesini degistirerek, tamamen farkli bir transkripsiyon faktorii tarafindan tanimaya
veya tiimiiyle baglanma yerini yok ederek hedef genin ekspresyonu iizerinde etkili
olabilirler (Fried vd., n.d.). Bunun yani sira intronlarda bulunan polimorfizmler splays
(intronlarin uzaklastirilarak eksonlarin birlestirilmesi) islemi sirasinda taninan
bolgelerin dizisini bozarak diizgiin proteinin iiretilmesine engel olabilmektedir. Ayrica
3’ UTR (3’ untranslated region — 3’ transle edilmeyen bolge) translasyonun
sonlandirilmasinda ve post-transkripsiyonel gen ekspresyonunda kritik  rol
oynamaktadir. Dolayisiyla bu bolgedeki bir polimorfizm protein ekspresyonunda artig

veya azalmaya neden olabilir.
1.3.2 Clusterin geni

Clusterin geni 8. kromozomun kisa kolunda (p21.1) bulunur, toplamda 11 tane ekson

icerir ve 19801 bp uzunlugundadir (Insan genomu GRCh38.p7 versiyonuna gore
belirtilmistir) (URL-8) (Sekil 1.6).

8p23 3
8p23 .2
8p231
8p22
8p213
8p21 2
83212
83213
8g2413
8g24 21
8q24 22
8q24 23
8g243

1 INE N TN

Sekil 1.6:  Clusterin geninin 8. kromozom tiizerindeki lokasyonu. (URL-8).

Bu gen icin tanimlanmis 3 transkript bulunmaktadir. Toplam 11 ekson arasinda
tanimlanmis clusterin transkriptlerindeki 2-9 numarali eksonlar ortak iken, ilk ekson

bu transkriptler arasinda degiskenlik gostermektedir (URL-8) (Sekil 1.7)
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Sekil 1.7:  Clusterin geninin genomik lokasyonu ve transkriptleri. a. Clusterin geninin
genomik lokasyonu (8p21.1) (27,596,917-27,616,717 bp (base pair - baz ¢ifti) arasinda
bulunmaktadir). b. Clusterin transkriptleri (NM_001831, NR_045494, NR_038335).
Eksonlar numaralandirilmis ve kirmizi kutular olarak gosterilmistir. Gri ¢izgiler
intronlar1 belirtmektedir. Clusterin eksi iplik¢ikte bulundugu ve ters yonde transkript
edildigi i¢in numaralandirma sagdan sola dogru yapilmistir (Rauhala ve Visakorpi,
2010; URL-9).

Insan clusterin geninde tespit edilmis 995 polimorfizm vardir. Bunlarin 887 tanesi
SNP’dir. Clusterin geninin kodlayan bdlgesinde 138 tane SNP bulunmaktadir ve

bunlarin 81 tanesi yanlis anlamli SNP’dir.

Clusterin genindeki kodlanan amino asiti, sonu¢ olarak da proteinin anlamim
degistiren yanlis anlamli polimorfizmlere toplumda ¢ok az, 0.0002-0.0653 arasinda
(global Minor Allele Frequency, gMAF degerleri), rastlanmaktadir (URL-8). Yanlis
anlamli polimorfizmler proteinin fonksiyonunu etkileyebildigi i¢in, bu varyasyonlarin
toplumda seyrek goriiliiyor olmasinin, clusterin proteininin birey i¢in vazgegilmez
derecedeki 6nemli fonksiyonundan ileri geldigi diistiniilmektedir. Bu SNP’ler arasinda
en yiiksek gMAF degeri (0.0653) i¢in istatistiksel giic hesaplamasi yapildiginda en iyi
thtimalle %41 gii¢ elde edilebilecegi tahmin edilmistir. Bu nedenle yanlis anlamh

polimorfizmler bu ¢aligmanin kapsamina alinmamastir.
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1.3.3 Clusterin rs11136000 C/T tek niikleotit polimorfizmi

Clusterin genindeki rs11136000 C/T polimorfizmi 3. intronda (27,607,002 bg
konumunda) yer almaktadir ve T>C alel doniisiimiidiir (Insan genomu GRCh38.p7
versiyonuna gore belirtilmistir) (Ling vd., 2012; URL-10) (Sekil 1.8).

rs2279590 ra1532278
rs3087554 rs11136000

M_DO1E31 (8 exons) 3 il‘ I I I I | ‘ I l s
] & i

7 5 4 3 2 1

~| (8p21.1) - Kh from pter |
T T T T T

27495 27600 27605 27610 27615

Sekil 1.8: Clusterin geninde incelenen SNP’lerin gen iizerindeki lokasyonlari.
Gosterim clusterin geni NM_001831 transkripti {izerinde yapilmistir. Eksonlar
numaralandirilmis ve kirmizi kutular olarak gdosterilmistir. Gri ¢izgiler intronlar
belirtmektedir. Clusterin eksi iplik¢ikte bulundugu ve ters yonde transkript edildigi
icin numaralandirma sagdan sola dogru yapilmistir (Rauhala ve Visakorpi, 2010’dan
uyarlanmistir).

Clusterin, Alzheimer hastalifinda goriilen protein birikimleri ile iliskilidir ve
psodoeksfoliasyon sendromu da Alzheimer ile benzer patofizyolojik siireglere sahip
oldugu i¢in psddoeksfoliasyon materyalinin olusumunda da clusterin proteininin rolii
olabilecegi diisliniilmiistiir. Alzheimer ile ilgili yapilan ¢alismalarda hastalikla iligkisi
en fazla tespit edilen clusterin genetik polimorfizmi rs11136000 C/T olmustur. Biiyiik
6lgekli genom-iligkilendirme ¢alismalarinda rs11136000 C/T Alzheimer hastaligi ile
iliskili bulunmustur (Harold vd., 2009; Lambert vd., 2009). Bu polimorfizm Cinlilerde
de Alzheimer ile iliskili bulunmustur (T aleli ile C aleli karsilastirmas1 P=0.038,
OR=0.73, %95 CI=0.54-0.98; TT genotipi ile CT+CC genotipi karsilastirmasi
P=0.009, OR=0.33, %95 CI=0.14-0.77) (Chen vd., 2012). Ote yandan, Cinlilerde
rs11136000 C/T ile Alzheimer hastaligi arasinda iliski bulunmadigi sonucuna varan
yayinlar da mevcuttur (Yu ve Tan, 2012; Lu vd., 2014). M. Mullan ve arkadaslarinin
(2013) galismasinda kontrol grubunda TT genotipine sahip bireylerin plazma clusterin
seviyesinin CT ve CC genotipli bireylere gore diisik oldugu goézlenmistir. Ayni
calismada Alzheimer hastalarinin plazma clusterin seviyesi kontrollere gore yiiksek
bulunmustur. Bir baska c¢alismada ise Almanlarda, Alzheimer hastalarinda diisiik
clusterin plasma seviyesi ile rs11136000 C/T arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligki bulunmustur (P=0.011) (Schiirmann vd., 2011). Polonyalilarda ise rs11136000
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C/T SNP ile Alzheimer arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir
(Klimkowicz-Mrowiec vd., 2013). Zhou ve arkadaslarinin (2010) yaptigi ¢alismaya
gore ise Cinlilerde C alel frekansi aile ge¢misinde de sizofreni olan sizofreni
hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek olarak bulunmustur ve sonuglar istatistiksel
olarak anlamlidir (P=0.03, OR=2.15, %95 CI=1.04-4.43). Cai ve arkadaslarinin (2016)
yaptig1 caligmada TT genotipine sahip olmanin CC genotipine sahip olanlara gore hafif
bilissel bozukluk (mild cognitive impairment) riskini azalttig1 goriilmiistiir (P=0.043,
OR=0.158, %95 C1=0.027-0.941).

Intronlarda bulunan polimorfizmler splays islemi sirasinda taninan bolgelerin dizisini
bozarak diizgiin proteinin iretilmesine engel olabilmektedir. Bu SNP’nin gMAF
(global mindr alel frekansi) degeri T=0.378 olarak verilmektedir ve polimorfik alelinin
(mindr alel T) frekansi farkli toplumlarda sifir ile 1 arasinda degismektedir (URL-10).
gMAF degeri Avrupali ve ABD’lilerde 0.400 (Harold vd., 2009), Cinli Han
popiilasyonunda ise 0.186 olarak tespit edilmistir (Lu vd., 2014).

Burdon vd.’nin (2008) ¢alismasinda rs11136000 C/T incelenmis, T alel frekans1 PES
hastalarinda kontrollerden yiiksek bulunmustur; ancak aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildir. Tiirk popiilasyonunda yakin zamanda yapilan bir calismaya gore
rs11136000 C/T SNP ile PES arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit
edilmemis ve CC genotipi PEG hastalarinda kontrollere oranla istatistiksel olarak daha

fazla goriilmiistiir (Kiligarslan vd. 2017).

Bilindigi gibi, SNP’ler toplumlar arasinda ciddi farkliliklar sergilemektedir. Bu
durum, PES ile ilgili ¢alismalarin sonuglarindan da goriilebilir. Bu nedenle clusterin
SNP’lerinin bizim toplumumuzdaki dagiliminin ve PES ile iliskisinin ¢aligilmasi son

derece onemlidir.
1.3.4 Clusterin rs3087554 A/G tek niikleotit polimorfizmi

Clusterin genindeki rs3087554 A/G polimorfizmi 3’ transle edilmeyen bolgede
(27,597,925 bg¢ konumunda) yer almaktadir. Eksi iplikte yer alir ve A>G alel
doniisiimiidiir (Insan genomu GRCh38.p7 versiyonuna gére belirtilmistir) (Lin vd.,

2012; URL-11) (Sekil 1.8). Bu ¢alismada eksi iplige gore isimlendirme yapilmistir.

Alzheimer hastaligi ile iliskili ok sayidaki ¢calismaya karsin, PEG ve PES’de clusterin

genetik polimorfizmlerinin roliinii arastiran ¢ok daha az ¢alisma vardir (Burdon vd.,
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2008; Krumbiegel vd., 2009; Padhy vd., 2014; Fan vd., 2015; Dubey vd., 2015).
Bunlardan ilki Avustralya’da yapilmistir (Burdon vd., 2008) ve clusterin genindeki
intron varyanti, yukar1 ve asagi akis bolgesi varyant1 olan 8 tane SNP incelenmistir.
Sonugta rs3087554 A/G PES ile iliskili bulunmustur (P=0.04) (Burdon vd., 2008).
Bunun aksine rs3087554 A/G SNP beyaz irkta, Almanlarda ve Hintlilerde PES ile
istatistiksel olarak anlamli bir iliski gostermemistir (Krumbiegel vd., 2009; Fan vd.,
2015; Dubey vd., 2015).

Clusterin rs3087554 A/G igin gMAF degeri C=0.242 olarak verilmektedir. Eksi iplikte
bulunan bu polimorfizmin minér alel (G) frekansi farkli toplumlarda 0.088 ile 0.500
arasinda degismektedir (URL-11). Bu polimorfizm daha 6nce bizim toplumumuzda

hi¢ ¢alisilmamustir.
1.3.5 Clusterin rs1532278 C/T tek niikleotit polimorfizmi

Clusterin genindeki rs1532278 C/T polimorfizmi 3. intronda (27,608,798 bg
konumunda) yer almaktadir ve T>C alel doniisiimiidiir (Insan genomu GRCh38.p7
versiyonuna gore belirtilmistir) (Daimon vd., 2011; URL-12) (Sekil 1.8).

Clusterin rs1532278 C/T, Naj ve arkadaslar1 (2011) tarafindan 8309 hasta ve 7366
kontrol ile gergeklestirilen genom boyu iliskilendirme ¢alismasinda Alzheimer riski
ile iligkili bulunmustur (P=1.9x1078, OR=0.89). Rosenthal ve arkadaslar1 (2014)
tarafindan yapilan istatistiksel analizde Alzheimer hastalig ile ilgili daha dnceden
yapilan ¢alismalarda incelenmis olan farkli genlerdeki 614 SNP i¢inden hastalik ile en
giicli iliskisi bulunan 3 SNP’den bir tanesinin clusterin genindeki rs1532278 C/T
oldugu ortaya konmustur. Bu SNP ayrica diyabet ile de iliskili bulunmustur (P=0.031)

(Daimon vd., 2011).

Bu SNP i¢in gMAF T=0.264 olarak verilmektedir ve farkli toplumlarda sifir ile 0.500
arasinda degismektedir (URL-12). Clusterin rs1532278 C/T daha 6nce PES veya PEG

kapsaminda hi¢ incelenmemistir.
1.3.6 Clusterin rs2279590 C/T tek niikleotit polimorfizmi

Clusterin genindeki rs2279590 C/T polimorfizmi 7. intronda (27,598,736 bg
konumunda) yer almaktadir. Eksi iplikte yer alir ve T>C (pozitif ipilige gore) alel
doniisiimiidiir (Insan genomu GRCh38.p7 versiyonuna gdre belirtilmistir) (Daimon
vd., 2011; URL-13) (Sekil 1.8). Bazi1 kaynaklarda bu polimorfizmin alel frekanslari
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negatif iplige gore verilmektedir. Bu ¢alismada alel frekanslar1 pozitif iplige gore
verilmistir. Clusterin genindeki rs2279590 C/T i¢in gMAF degeri T=0.241 olarak
verilmektedir (URL-13). Minor alel (T) frekans: farkli toplumlarda sifir ile 0.500
arasinda degismektedir (URL-13) ve Cinli Han popiilasyonunda 0.174 olarak
bulunmustur (Lu vd., 2014).

Literatiirde bu polimorfizm ile Alzheimer arasinda iligski oldugunu (Chen vd., 2012)
ve olmadigini (Yu ve Tan, 2012; Lu vd., 2014) rapor eden yayinlar mevcuttur. Chen
ve arkadaslarmin (2012) c¢alismasinda rs2279590 C/T polimorfizminin C aleli
Alzheimer igin risk faktori olarak bulunmustur (T aleli ile C aleli karsilastirmasi
P=0.035, OR=0.72 %95 CI=0.53-0.98); bu sonu¢ T aleli Alzheimer’a karsi
koruyucudur seklinde de ifade edilebilir. Tip 2 diyabette ise bu polimorfizmin T aleli
riskli bulunmustur (P=0.0039, OR=2.33) (Daimon vd., 2011). Ozetle, bu SNP’nin C
aleli Alzheimer hastalig1 igin (Chen vd., 2012), T aleli ise tip 2 diyabet i¢in (Daimon
vd., 2011) risk faktorii olarak bulunmustur.

2009 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada rs2279590 C/T polimorfizminin T aleli
Almanlarda PES ile iligkili bulunmustur (P=0.0347, OR=1.34). Ayn1 calismada bu
SNP Italyanlarda PES ile iliskisiz ¢ikmustir (Krumbiegel vd., 2009). Padhy ve
arkadaglar1 (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise daha 6nce T aleli Almanlarda risk
faktorii olarak bulunmus olan rs2279590 C/T polimorfizminin C alelinin, Hintli
popiilasyonunda PES hastalig1 ile iliskili oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismada ayrica,
rs2279590 C/T igin C alelini homozigot olarak tasiyanlarin (CC) TT genotiplere gére
2 kat daha fazla clusterin mRNA ifade edilme seviyesine sahip oldugu gosterilmistir.
Dubey ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 ¢alismada Giiney Hintlilerde rs2279590 C/T
SNP ile PES arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamazken, Fan ve
arkadaglariin (2015) yaptig1 ¢alismada beyaz irkta (P=0.01, OR=1.18, %95 CI=1.03-
1.33) ve Hintlilerde (P=0.02, OR=0.76, %95 CI=0.61-0.96) rs2279590 C/T SNP ile
PES arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmistir. Clusterin genindeki

rs2279590 C/T polimorfizmi bizim toplumumuzda daha dnce hi¢ ¢alisitlmamistir.

1.4 Akoz Humor

Insan akdz humoru, goziin 6n kamarasinda bulunan ve gozii hem besleyen hem de

bagisikligr saglayan bir sividir. Akéz humor sivisinda proteomiks analizinden elde
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edilen sonuglara gore 676 tane farkli protein bulunmaktadir. Bu proteinler arasinda
clusterin ve bag dokusu biiyiime faktorii (CTGF) de yer almaktadir (van Setten vd.,
2002; Chowdhury vd., 2010). Akéz humordaki clusterin protein seviyeleri kisiler
arasinda biiyiik varyasyon gostermektedir (752 + 519 ng/mL) (Dota vd., 1999).
Simdiye kadar PEG ve PES hastalarinin akéz humorunda clusterin seviyelerini
incelendigi iki ¢aligma bulunmaktadir (Zenkel vd., 2006; Padhy vd., 2014). Bu
caligmalarin ilkinde PES hastalarinda katarakt hastalarina (kontrol), primer acik acili
glokom hastalarina ve PEG hastalarina oranla akéz humorda clusterin mRNA’s1 ve
protein seviyesi ciddi bigimde diisiik bulunmustur. PEG’li hastalarin clusterin seviyesi
ise tiim diger gruplardan yiiksek bulunmustur (Zenkel vd., 2006). Ikinci ¢alismada
PEG hastalarinin PES ve kontrol bireylerinkine gére hem akdz humorunda, hem de
lens kapsiillerinde clusterin protein seviyesinin yiiksek oldugu saptanmistir. PES’li
hastalarin clusterin seviyesi ise kontrollerdekinden biraz az bulunmustur ve aradaki
fark anlaml degildir (Padhy vd., 2014). Bu calismalarda elde edilen sonuglara gore
PEG hastasi1 ile PES hastasini, akéz humor 6rneklerindeki clusterin seviyelerine
bakarak ayirt etmek miimkiin goriinmektedir. Ancak toplumda herkesten akéz humor
ornegi alinmas1 miimkiin olamayacagindan, herkese uygulanabilecek bir parametre
degildir. Bu nedenle, biz bu ¢alismamizda, asagida da anlatildigi gibi, daha kolay
ulagilabilir bir biyolojik rnek olan gbzyast ile akdz humorda bu proteinlerin seviyesini
karsilagtirmayi ve aralarinda bir korelasyon olup olmadigini incelemeyi amagladik. Bu

sayede gozyasi ornekleri PEG ve PES hastaliklarinin tanisina katkida bulunabilir.

1.5 Gozyas1

Gozyasi, goz epitelinin Ustiinii Orten ve okiiler yiizeyin saglikli kalmasini saglayan
hiicre dis1 sividir. Gozlerin temizlenmesi ve nemlenmesini saglayan berrak ve tuzlu bu
stvi, lakrimal bez, yardimci bezler, meibomian bezi, kornea ve konjonktiva epitel
hiicreleri tarafindan tretilen salgilarin bir karisimidir. Gozyasi sivisi proteinler,
peptitler, elektrolitler, lipitler ve kiiclik metabolitleri iceren son derece karmasik bir
biyolojik sividir (Zhou vd., 2006). G6z epitelinin iistiinii 6rten gdzyas: film tabakasi 3
katmandan meydana gelir ve bunlar en distaki lipit tabakasi (apolar ve polar lipitler ile
aralarina yerlesmis proteinler), ortadaki sulu tabaka ve epitel yiizeyi ile iliskili igteki

miisin tabakasidir. G6zyasinin ¢ok dnemli gérevleri vardir ve bunlar goz kapaklarinin
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1slatilmasi, korneanin beslenmesi, 15181n kirilmasi i¢in diizgiin bir yiizey olusturulmasi,
zararli maddelerin uzaklastirllmast ve dis ortamdaki patojenlere karst goziin
korunmasi seklinde siralanabilir (Zhou ve Beuerman, 2012). Gozyasinin igerigi de bu
gorevlerine uygundur. Ornegin, gdzyasmin antimikrobiyal 6zelligi icerigindeki temel

proteinlerden lizozim ve laktoferrin ile saglanmaktadir (Zhou ve Beuerman, 2012).

Gozyasindaki proteinlerle ilgili ilk kapsamli proteomiks ¢alismasinda, gdzyasinda 491
tane farkli protein oldugu tespit edilmistir (de Souza vd., 2006). 2012 yilindaki bir
baska calismada ise bu rakam 1543 farkli protein olarak bulunmustur ve bu
proteinlerin arasinda clusterin de mevcuttur (Zhou vd., 2012). Bu iki g¢alisma
karsilastirildiginda ise tespit edilen proteinlerin 239 tanesinin her ikisinde de ortak
oldugu goriilmiistir. Bu durumda bu iki proteomiks caligmasinin sonuglar
toplandiginda gézyasinda 1800’°e yakin farkli protein bulundugu sonucuna ulasilabilir
(Zhou vd., 2012). Kiyaslamak i¢in 6rnek verecek olursak insan plazmasinda 1929 tane
protein bulunmaktadir (Farrah vd., 2011). Temel gbzyasi proteinleri iki grupta
toplanabilir. 1lk grupta lizozim, laktoferrin, epidermal biiyiime faktorii, lipokalin ve
IgA (immiinoglobulin A) bulunmaktadir. Diger grupta ise serum proteinlerinden
albumin, transferin, 1gG ve IgM gibi proteinler yer almaktadir. Bu ikinci gruptaki
proteinler konjonktivadaki damarlardan gbozyasina sizmaktadir (Ohashi vd., 2006).
Gozyasindaki total protein konsantrasyonu Posa ve arkadaglar1 (2013) tarafindan 4.6

mg/mL, Zhou ve arkadaslar1 (2012) tarafindan ise 6—10 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Insan gdzyasi sivisinin proteomik bilesimi klinik tipta son yillarda ¢ok ilgi cekmeye
baglamistir. Bu ilginin nedenlerinin basinda gbzyasinda bulunan proteinlerin farkli
dagilimlarinin okiiler hastaliklarin patofizyolojisi hakkinda fikir edinilmesini
saglayabileceginin diislinilmesi gelmektedir. Ayrica, gdzyasinda bulunan bazi
proteinler okiiler ve sistemik hastaliklarin teshisinde biyobelirte¢ (biomarker) olarak
da kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Bunlarin yaninda, gdzyasi sivisinin cerrahi
olmayan girisimsel (invaziv — invasive) olarak, nispeten kolaylikla alinabilmesi de

aragtirmacilarin ilgisini bu siviya yonelten bir etken olmustur.

Gozyasi, okiiler hastaliklarin olustugu bolgeye yakin olmasi nedeniyle altta yatan
patolojinin anlagilmasinda son derece 6nemli olmaktadir. Gozyas1 sivisinin igerigi ve
kalitesi, biiyiik ol¢iide okiiler yiizeylerin saglikli olup olmamasi ve lakrimal bezin

fonksiyonu tarafindan etkilenmektedir. Bu sebeple gozyasi bazi hastaliklarin
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biyobelirteglerinin  kesfedilmesi i¢in  biyolojik numune kaynagt olarak
kullanilmaktadir. Ornegin, goz kurulugu (Grus vd., 2005; Zhou vd., 2009; McKown
vd., 2009; Versura vd., 2010; Tong vd., 2011), mikrobiyal enfeksiyonlar (Ananthi vd.,
2008), blefarit (goz kapag iltihabi) (Koo vd., 2005; McKown vd., 2009), alerjik g6z
hastaliklar1 (Nomura ve Takamura, 1998), keratokonus (korneanin 6ne dogru
bombelesmesi ve incelmesi ile karakterize bir hastalik) (Lema vd., 2010; Pannebaker
vd., 2010) ve Sjogren sendromunun (dis bezlerin 6ncelikle tutuldugu, gézde kurumaya
sebep olan otoimmiin bir hastalik) tanisinda (Tomosugi vd., 2005) godzyasinin
incelenmesinin faydali olabilecegi belirtilmektedir. Ornegin, halihazirda basit bir testi
olmayan Sjogren sendromunun teshisi i¢in faydali olabilecek ve gdzyasi 6rneklerinin
protein dagilimlarinin incelenmesine dayali bir test dizayn edilmistir (Tomosugi vd.,
2005).

Okiiler hastaliklarin yaninda, diyabet (Stolwijk vd., 1994; Kawai vd., 2002; Baca vd.,
2007; Park vd., 2008; Chen vd., 2011; Cs6sz vd., 2012), tiroid géz hastalig1 (Graves
hastalig1 denilen zehirli guatr hastalarinda goriilen ve goziin biiylimesi, kanlanmasi,
kapaklarda ¢ekilme, ¢ift gorme, bulanik gérme ile kendini gosteren bir hastalik)
(Khalil vd., 1989; Baker vd., 2006; Okrojek vd., 2009; Yoon vd., 2010), kanser (Evans
vd., 2001; Lebrecht vd., 2009; Bohm vd., 2012) ve multipl skleroz (Salvisberg vd.,
2014) gibi bazi sistemik hastaliklarda da bazi gozyasi proteinlerinin ifadesinde
farkliliklar gézlenmistir. Diabetes mellitus, goz komplikasyonlar1 ve korliikle iliskili
sistemik bir hastaliktir. Diyabetik retinopatisi olan hastalarda bazi temel gozyasi
proteinlerinde degisiklikler goriilmistiir (Stolwijk vd., 1994; Cs6sz vd., 2012) ve bu
parametrelerin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi Onerisi getirilmistir (Csdsz vd.,
2012). Diyabetik retinopatisi olan hastalarin gézyasinda Apolipoprotein Al (Kawai
vd., 2002) ve sinir biiyiime faktorii seviyeleri (Park vd., 2008) yiiksek bulunmustur.
Ayrica, diyabetli hastalarda glisemik kontroliin gézyasindan yapilabilecegi ortaya
konmus (Baca vd., 2007; Chen vd., 2011) ve bu 6l¢timii siirekli yapabilen bir kontakt
lensin iiretim ¢alismalarina baslandigi 2014 yilinda duyurulmustur. Fakat 2019 yilinda
piyasaya sunulacak olan iiriin i¢in tarih daha ileri bir zamana ertelenmistir (URL-14).
Tiroide bagli goz hastaligi (Graves oftalmopati) olan kisilerde gézyasinda IgA/lizozim
oraninin (Khalil vd., 1989) ve ¢inko-alfa2 glikoprotein, laktoferrin (Baker vd., 2006)
ve sinir bliylime faktorii (Yoon vd., 2010) seviyelerinin ylikseldigi gozlenmistir.

Gozyas1 proteomu kanser ile, 6zellikle meme kanseri ile, iligkili bulunmustur (Evans
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vd., 2001; Lebrecht vd., 2009). Multipl skleroz hastalarinin gozyasi 6rneklerinde alfa-
1 anti-kimotripsin seviyesinin kontrollerden 6nemli derecede yiiksek oldugu tespit
edilmis ve bu proteinin multipl skleroz tanisinda umut verici bir biyobelirte¢ oldugu

belirtilmistir (Salvisberg vd., 2014).

Gozyas1 alimi cerrahi olmayan girisimsel bir yontem olmasi bakimindan diger bazi
biyolojik numunelere gore One c¢ikmaktadir. Hasta tercihlerini sorgulayan bir
calismada hastalarin %74’i kan yerine gdzyast 6rnegi vermeyi tercih etmistir. Hatta
ayni ¢alismada hastalarin %69’u girisimsel olmayan bir biyolojik numune olan idrar

yerine gdzyasi numunesi vermeyi tercih etmislerdir (Quah vd., 2014).

Gozyas1 6rnegi almak icin kullanilan en yaygin metotlar mikrokapiller tiip (van Setten,
1990; de Souza vd., 2006; Cs6sz vd., 2012) ve Schirmer (Schirmer tear test; STT)
striplerin (Stuchell vd., 1984; Choy vd., 2001; Li vd. 2008; Chong vd., 2010; Kramann
vd., 2011; VanDerMeid vd., 2011; Wong vd., 2011; Denisin vd., 2012; Zhou ve
Beuerman, 2012; Funke vd., 2012; Farias vd., 2013) kullanimidir. Bunun disinda
goziin bir sivi ile yikanmasi ve emici materyallerin kullanimi gibi yontemlere de
rastlanmaktadir fakat bu yontemler daha az popiilerdir (Markoulli vd., 2011). Schirmer
stripleri, rutin olarak oftalmolojide kuru goz tanisinda kullanilan filtre kagitlaridir. Bu
kagit striplerin uygulanmas1 hem doktor hem de hasta acisindan kolaylik ve avantaj
saglamaktadir. Gozyas1 orneginin alinmasinda Schirmer stripleri ve mikrokapiller tiip
kullaniminmi karsilastiran bir ¢alismada Schirmer strip kullaniminin bazi avantajlar

oldugu belirtilmistir (Posa vd., 2013). Bu avantajlar sunlardir:

- Schirmer stripi hastanin goziine yerlestirdikten sonra hekim 5 dakikalik
bekleme siiresinde baska bir isle mesgul olabilir. Ote yandan mikrokapiller tiip
yonteminde uygulayicinin tiipii tiim islem boyunca yerinde tutmasi
gerekmektedir.

- Mikrokapiller tiip ile gozyasi ornegi almak belli bir tecriibe ve beceri
gerektirmektedir ve gozyasi alimi siklikla hastanin géziinii kirpmasi nedeniyle
kesintiye ugramaktadir.

- Hastalar esnek filtre kagidindan yapilmig Schirmer stripleri ile
karsilastirildiginda sert kapiller tiip ile gdzyas1 6rnegi alinmasina kars1 daha

tereddiitlii yaklasmislardir (Posa vd., 2013).
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Sonug olarak, Schirmer stripleri gerek gozle gerekse diger hastaliklarla iliskili
olabilecek gozyasindaki biyokimyasal parametrelerin biiyiik popiilasyonlarda
calisilabilmesi i¢in cerrahi olmayan girisimsel ve hastalar tarafindan da kabul géren

nazik bir aragtir.

1.6 Calismanin Amaci

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES), hiicre dis1 matrikste lifsi materyallerin goziin 6n
segmentindeki tiim dokularda birikmesi ile karakterize, yasa bagl gelisen sistemik bir
bozukluktur (Schldtzer-Schrehardt vd., 1991). Psddoeksfoliasyon materyalinin, akoz
humor sivisinin drenajini saglayan kanallar1 ttkamasi sonucunda goz i¢i basincinin
artmas ile birlikte glokom ortaya ¢ikar. Psodoeksfoliasyon tiim diinyada glokomun en
stk goriilen nedenlerinden biridir ve bu tip glokoma psodoeksfoliatif glokom (PEG)
ad1 verilir (Ritch ve Schldtzer-Schrehardt, 2001). Clusterin hemen hemen tiim hiicre
tiplerinde {iretilen, salgilanan ve PES materyalinde biriken ¢ok fonksiyonlu bir
glikoproteindir (de Silva vd., 1990; Jones ve Jomary, 2002). Clusterin hiicresel stres
durumlarinda, salgilandigi yerde yanlis katlanmis proteinlerin stresle tetiklenen
cokelmesi ve yigismasinin dnlenmesini saglar (Humphreys vd., 1999). Hem PES hem
PEG hastalarinda clusterin ifadesi beklenmedik bir sekilde diisiiktiir (Zenkel vd.,
2006) ve bu durum clusterini kodlayan genlerdeki tek niikleotit polimorfizmleri
sebebiyle olabilir. Bu ¢alisma PEG ve PES riski ile clusterin genetik polimorfizmleri
ve akoéz humor ile gozyasindaki clusterin protein seviyeleri arasindaki iligkiyi

incelemeyi amaglamistir.

PES sinsi bir hastaliktir, kritik seviyelere gelene kadar tespit edilememektedir ve kesin
tedavisi heniiz yoktur (Jacobi vd., 1999). PEG’in tedavisinde ise gorme kaybini
Onlemeyi veya geri dondiirmeyi saglayacak bir tedavi yapilamamakta yalnizca gézdeki
basing diistiriilebilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada incelenecek clusterin proteini
PEG ve PES ile ilgili bulunursa, sonraki yillarda tedavi igin yeni imkanlar
yaratabilecektir. PES hastalarinin PEG’e yatkinligin1 gosteren biyobelirteglerin
bulunmas1 erken tantyr miimkiin kilacak, boylece bu bireyler i¢in rutin kontroller
siklagtirilip glokom tedavisine erken baglanarak glokom kaynakli gérme kayiplariin

Ontine gegilebilecektir.
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Bu tez, Tiirk popiilasyonunda clusterin genetik polimorfizmleri, akz humor ve
gozyasi clusterin protein seviyeleri ile PEG ve PES arasindaki iliskiyi inceleyen ilk
calisma olan bir TUBITAK 1001 (115S360) arastirma projesinin bir kismini

icermektedir. Bu calisma asagidaki basamaklari takip edecek sekilde tasarlanmistir:

- PEG hastalari, PES hastalar1 ve kontrol gruplarindan tam kan, ak6éz humor ve
gbzyas1 orneklerinin alinmast,

- Tam kan 6rneklerinden manuel yol ile ve kit ile genomik DNA izole edilmesi,

- PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile clusterin genindeki iki tek
niikleotit polimorfizminin (rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G) ¢ogaltilmast,

- Tim bireylerde, clusterin rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G tek niikleotit
polimorfizmlerinin genotiplemesi i¢in, ¢ogaltilan pargalarin restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi,

- Tim bireylerde, real-time PCR yontemi ile clusterin rs1532278 C/T ve
rs2279590 C/T tek niikleotit polimorfizmlerinin genotiplemesinin yapilmast,

- Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T
tek niikleotit polimorfizmlerinin PES, PEG ve kontrol gruplar1 i¢in genotip ve
alel frekanslarinin belirlenmesi,

- Gozyas1 oOrneklerinin Schirmer striplerinden ekstraksiyonunun yapilmasi
(proteinlerin geri kazanilmasi),

- Akdz humor ve ekstrakte olmus gozyas1 orneklerinde Bradford protein assay
kiti kullanilarak total protein konsantrasyonunun belirlenmesi,

- Akoz humor ve ekstrakte olmus gozyasi Orneklerinde ELISA yontemi
kullanilarak clusterin konsantrasyonunun belirlenmesi,

- Akdz humor ve gozyasindaki clusterin protein seviyeleri arasindaki iligkinin
analiz edilmesi,

- Clusterin genotipleri ile akdz humor ve goézyasindaki clusterin protein
seviyeleri arasindaki iliskinin analiz edilmesi,

- Bazi risk faktorlerinin (diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, sigara kullanimi
gibi) akdéz humor ve gozyasindaki clusterin protein miktarinin, clusterin
genotip ve alel frekanslarinin istatistiksel analizler yapilarak PES, PEG ve

kontrol gruplar1 arasinda kiyaslanmasi,
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- Yas, cinsiyet veya bazi risk faktorlerinden herhangi birine sahip olmanin PES
veya PEG ig¢in risk faktorii olup olmadiginin istatistiksel analizler yapilarak

belirlenmesi.
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2. MATERYALLER VE METOTLAR

2.1 Materyaller

2.1.1 Popiilasyon

Bu tez 115S360 kodlu ve “Psddoeksfoliasyon sendromu ve psddoeksfoliasyon
glokomunda clusterinin ve bag dokusu biiylime faktoriiniin (CTGF) roliiniin

aragtiriimasi” isimli TUBITAK 1001 projesinin bir kismin1 icermektedir.

Bu calisma Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmis
(Ek A) ve Helsinki Bildirgesi’ndeki prensiplere gore yiiriitiilmiistiir. Tam kan, gbzyas1
ve akoz humor 6rnekleri Kasim 2015 ile Subat 2018 tarihleri arasinda Giilhane Egitim
ve Aragtirma Hastanesi (eski adiyla Giilhane Askeri Tip Akademisi) G6z Hastaliklar
Servisi (Ankara, Tiirkiye) tarafindan toplanmigtir. Tim hasta ve kontrol gruplari beyaz
irktan (Caucasian) ve aym cografi bolgedendir (I¢ Anadolu, Tiirkiye). Ornekler

alinmadan 6nce tiim katilimcilar bilgilendirilmis ve onam formu imzalatilmistir.

Calisma grubu tam kan 6rnekleri i¢in 213 PEG (126 erkek ve 87 kadin) ve 214 PES
hastas1 (114 erkek ve 100 kadin) ile 215 kontrol (98 erkek ve 117 kadin) bireyinden,
akdz humor 6rnekleri i¢in 12 PEG (6 erkek ve 6 kadin) ve 17 PES hastasi1 (7 erkek ve
10 kadin) ile 22 kontrol (5 erkek ve 17 kadin) ve gozyas: ornekleri i¢in ise 80 PEG (45
erkek ve 35 kadin) ve 81 PES hastasi (45 erkek ve 36 kadin) ile 80 kontrol (31 erkek
ve 49 kadin) bireyinden olusmustur. Bu caligmada hasta ve kontrol gruplarinin
demografik 6zelliklerinin benzer olmasina dikkat edilmistir. Caligmaya alinan kontrol
bireylerin yaslarinin PEG ve PES hastalarinin yasina yakin olmasina dikkat edilmis

olup kadin-erkek her iki cinsiyet de ¢alismaya dahil edilmistir.

PES tanisi, tam oftalmolojik muayene sirasinda psddoeksfoliasyon materyalinin
biyomikroskopik inceleme ile direkt gdzlenebilmesi sayesinde konmustur. PEG tanis1
icin psddoeksfoliasyonu olanlarda glokom olup olmadigr degerlendirilmistir. Bunun

i¢in;
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- Biitiin hastalar rutin tam g6z muayenesinden gecirilmis, gormeler, 6n segment
yapilari, arka segment yapilar1 ve optik disk muayenesi, gonyoskopik muayene
hasta dosyasina not edilmistir.

- GO0z i¢i basinci olgiilmiistiir. GOz i¢i basinci 6ncelikle nonkontakt tonometre

ile dl¢iilmiis, gerek duyulan olgularda aplanasyon tonometre ile 6l¢iilmiistiir.

Goz i¢i basmcr yiiksek olanlar ve/veya optik sinir muayenesinde glokomdan

siiphelenilen durumlarda hastaya;

- Gorme alani testi

- Optik kohorens tomografi (radyasyon yayilimi yapmaz) ile retina sinir lifi
kalinlig1 6l¢timii

- Gereken olgularda tarayict lazer oftalmoskopi ile optik sinir ileri

degerlendirmesi yapilmistir.

Yukarida sayillan muayene yontemleri ile psddoeksfoliasyon saptanmayan ve
refraksiyon kusuru ve katarakt disinda goz hastaliklari ile ilgili hastaligi bulunmadigi

tespit edilen hastalar arasindan kontrol grubu olusturulmustur.
Goniilliilerin arastirmaya dahil olma kriterleri asagidaki gibidir;

- 18 yasindan biiyiik hastalar

- Bu calisma i¢in onay veren hasta ve goniilliiler
- Psodoeksfoliasyon sendromlu (PES) olgular

- Psodoeksfoliasyon glokomlu (PEG) olgular

Goniilliilerin arastirmaya dahil edilmeme kriterleri asagidaki gibidir;

- Arastirma kriterlerinin tamamin1 yerine getirmeyen hastalar

- Calismaya katilmak istemeyen hastalar

- Yasa baghh makula dejenerasyonu, iiveit, herediter retinopati ve keratokonus
saptanan olgular

- Katarakt ve goz tansiyonu nedeniyle yapilanlar haricinde intraokiiler cerrahi
gecirenler

- Sistemik romatizmal hastalig1 ve alerjisi olanlar

- Diizenli sistemik steroid ya da nonsteroid antiinflamatuar ila¢ kullananlar

- Kontakt lens kullananlar
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Lazer veya cerrahi girisimin ilizerinden 3 ay gegenler ¢alismaya alinirken, yeni

miidahaleler alinmamustir.
2.1.2 Tam kan, akoz humor ve gozyasi é6rneklerinin toplanmasi

Bu c¢alisma kontrollii tek kor randomize bir ¢alismadir. Tam kan, gozyasi ve akoz
humor 6rneklerinin tizerinde numunenin kime ait oldugu veya kisinin hasta m1 kontrol
mi oldugu ile ilgili herhangi bir bilgi yazilmamuis, tiiplerin iizerine sadece numara
yazilmistir. Bu numaralarin karsilik geldigi kisilerin isimleri ve diger bilgileri Giilhane
Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklar1 Servisi’ndeki proje ekibi (Dog. Dr.
Tarkan Mumcuoglu ve Dog. Dr. Gokhan Ozge) tarafindan saklanmis ve proje sonunda

yiiriitiicii (Dog. Dr. Birsen Can Demirddgen) ile paylagiimistir.

Bu c¢alisma kapsaminda yukarida anlatildigi gibi teshis edilmis, bilgilendirilmis
goniillii onam formunu imzalamis, ¢alismamiza katilmay1 kabul etmis PEG ve PES
hastalari ile kontrol bireylerden antikoagiilan (Na-EDTA) iceren tiiplere periferik tam
kan alinmistir. Kan alinan bireylerin bir kismindan ak6z humor ve gozyasi 6rnegi de
alinmistir. Akoz humor sadece tibbi olarak gereklilik oldugundan dolay: katarakt
cerrahisi planlanan hastalardan ¢alismamiza katilmay1 kabul edenlerden alinabilmistir.
Alinan 6rnekler Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklar1 Servisi’nde
zaman kaybetmeksizin -20°C derin dondurucuya konulmustur. Bu Ornekler
maksimum 1 haftalik bir siire i¢erisinde Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden
alinarak buz kutusu iginde TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi Teknoloji
Merkezi’nde bulunan 202 numarali laboratuvara (Ankara, Tiirkiye) getirilmis ve

analiz edilecegi zamana kadar saklanmak iizere -86°C buzdolabina kaldirilmistir.

2.1.2.1 Ak6éz humor alma prosediirii

Akdz humor goziin 6n kamarasinda bulunan ve gézii hem besleyen hem de bagisiklig
saglayan bir sividir. Ak6z humor Ornekleri sadece katarakt operasyonu geciren
hastalardan alinarak 1.5 mL’lik test tiiplerine konulmustur. Rutin cerrahi sirasinda
zaten On kamaradan disar1 ¢ikacak olan akdéz humor, ucuna kiint kaniil takilarak
enjektdr icerisine alinir. Alinabilecek akdz humor sivist miktar1 150 pL civarindadir.
Alman akoéz humor vakit kaybetmeksizin polipropilen tiiplere transfer edilir ve

Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde -20°C buzdolabinda bekletilir. TOBB
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Ekonomi ve Teknoloji Universitesi Teknoloji Merkezi'ndeki laboratuvarimiza

getirildikten sonra ise islem yapilana kadar -86°C buzdolabinda muhafaza edilir.
2.1.2.2 Gozyasi1 alma prosediirii

Gozyast1 ornekleri Schirmer kagidi (gdzyasi stripi) olarak bilinen 5 mm genisliginde,
45 mm uzunlugundaki Whatman filtre kagidi seritleri kullanilarak Giilhane Egitim ve
Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklar1 Servisi’ndeki proje ekibi tarafindan alinmustir.
Bu yontemde kagit ucundan 5 mm kivrilir, los bir odada oturtulmus olan hastanin alt
forniksine 1/3 dis ve 1/3 orta kismin arasina topikal anestezi yapmadan yerlestirilir.
Gozler acik kalir ve hasta yukari baktirilir. Gézyas1 stripinin 45 mm ¢izgisine kadar
1slanmasi beklenir. 45 mm cizgisine kadar 1slanmayanlar i¢in 1slak kisim ol¢iiliir ve
not edilir. Stripler daha sonra 5 mL’lik steril polipropilen tiiplerin i¢ine konulur ve
ornekler Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde -20°C buzdolabinda bekletilir.
TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi Teknoloji Merkezi’ndeki laboratuvara

getirildikten sonra ise islem yapilana kadar -86°C buzdolabinda muhafaza edilir.
2.1.3 Kimyasallar

Bu calismada kullanilan kimyasallar, katalog numaralar1 ve {iretici firmalar1 Ek B’de
verilmistir. Bu ¢alismada kullanilan tiim malzemeler kaynaklarindan ya molekiiler
seviyede ya da en yliksek saflik seviyesinde elde edilmis olanlardir. Bu calismada

molekiiler biyoloji ¢aligmalari i¢in en uygun olan malzemeler secilmistir.
2.1.4 Primerler

llgilenilen tek niikleotit polimorfizmini iceren bdlgeyi ¢ogaltmak igin kullanilacak
olan primerler Iontek firmasindan (Istanbul, Tiirkiye) HPLC (High Performance
Liquid Chromatography; yiliksek performansh sivi kromatografisi) saflagtirmali olarak
satin alimmigtir. Stok primerler 100 pmol/uL konsantrasyona getirilip alikotlanarak -
20°C’de saklanirken PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism; polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon parga uzunlugu
polimorfizmi) i¢in kullanilacagt zaman alikotlar 10 pmol/uL konsantrasyona
getirilmistir. Clusterin rs11136000 C/T SNP i¢in primer dizisi Gu ve arkadaglarinin
(2011) yaymnindan alinip National Center for Biotechnology Information tarafindan
sunulan Primer-Blast (URL-15) programindan kontrol edilirken rs3087554 A/G SNP

icin primer dizisi proje yiiriitiiciisii Do¢. Dr. Birsen Can Demirdogen tarafindan
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Primer-Blast programi kullanilarak dizayn edilmistir. Clusterin rs11136000 C/T ve
rs3087554 A/G SNP’leri i¢in kullanilmis olan primer sekanslar1 agsagidaki tabloda
Ozetlenmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Clusterin rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G SNP’lerinin PCR ile
cogaltilmasinda kullanilacak olan ileri ve geri primer sekanslari.

SNP Primer sekansi Kaynak
Clusteri Guvd., 2011
<l 1“153%2;30 F:5°- CAT CTT CCAAAG CAGGCTG-3" |  Primer-Blast
c/T R:5’-CCT GAC CCC AAG TAATATGC -3 programindan
kontrol edildi.
: Primer-Blast
Clusterin o ’
1$3087554 F:5-AGATTGTCG CACCTT GGT CA-3 programi
A/G R: 5" -TGT GAG CTG ATC GCT TGG AG - 3’ kullanilarak
dizayn edildi.

2.1.5 TagMan SNP genotipleme kitleri

Clusterin genindeki rs1532278 C/T ve 152279590 C/T SNP’lerinin genotiplemesi real-
time PCR (ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) cihazinda floresan isaretli alel
spesifik TagMan problari kullanilarak yapilmistir. Bu SNP’lerden biri i¢in fonksiyonel
olarak test edilmis, digeri icin ise valide edilmis genotipleme kitleri piyasada

mevcuttur ve Tablo 2.2°de TagMan assay numaralar1 verilmistir.

Tablo 2.2: TagMan SNP genotipleme kitlerinin TagMan assay numaralari.

Gen SNP TaqMan Assay Numarasi (ID)
Clusterin rs1532278 C/T C__ 1522420 1 (valide edilmis)
usteri
rs2279590 C/T | C__ 1842470 20 (fonksiyonel olarak test edilmis)

2.2 Metotlar

2.2.1 insan genomik DNA érneklerinin genotipleme i¢cin hazirlanmasi
2.2.1.1 insan tam kan 6érneklerinden genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA PCR-RFLP metodunda kullanilmak tizere manuel yolla, real-time

PCR metodunda kullanilmak tizere ise kit ile izole edilmistir.
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Manuel yol ile genomik DNA izolasyonu

Antikoagiilan (Na-EDTA) igeren tiiplere alinan periferik tam kan Orneklerinden
genomik DNA izolasyonu, Lahiri ve Schnabel (1993) tarafindan tarif edilen tuz-
cOktiirmeye dayanan yontemin modifiye edilmis hali kullanilarak yapilmistir.

Kullanilan soliisyonlar Ek C’de verilmistir.

DNA izolasyonu i¢in 2 mL'lik tiipte 750 pL tam kan ile 10 mM KCI, 2 mM EDTA ve
4 mM MgCI; iceren pH 7.6’da tamponlanmis 10 mM Tris-HCI soliisyonu (TKM)
karistirilir. 20 pL Triton X-100 eklendikten sonra tiipler hafif hareketlerle ¢alkalanarak
hiicre zar1 pargalanir ve hiicresel bilesenler digar1 ¢ikarilir. Daha sonra hiicresel
bilesenleri farkli katmanlara ayirmak amaciyla tiipler oda sicakliginda 1000 g’de 10
dakika santrifiijlenir ve supernatant (siiziintii, ylizen {list faz) seyreltilmis camagir
suyuna bosaltilarak atilir. Peletin (¢okelek) TKM tamponu ile yikanmasi islemi beyaz
berrak bir pelet elde edene kadar tekrarlanir. Beyaz berrak pelet elde edildikten sonra
ise pelet 200 uL. TKM tamponu i¢inde ¢oziiliir. Hazirlanan karigima 10 pL %10’luk
sodyum dodesil siilfat (SDS) eklendikten sonra 58°C’de 10 dakika inkiibe edilir.
Ardindan 75 pL soguk (+4°C) ve doymus NaCl ¢ozeltisi eklenir ve tiipler ters diiz
edilerek karistirilir. Soguk tuz ¢ozeltisi proteinlerin ¢okmesini saglar. Boylelikle
proteinler organik fazda ayrilirken genomik DNA da sivi fazda toplanir. Daha sonra
tiipler 4°C 14000 g’de 10 dakika santrifiijlenir ve proteinlerin pelete ¢cokmesi saglanir.
Supernatant yeni 1.5 mL’lik tlipe aktarilarak (~300 pL) pelet atilir. Yeni tiipe aktarilan
supernatanta DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in hacminin iki kat1 kadar olacak sekilde (~600 pL)
%100’lik saf ve soguk etanol (-20°C) eklenir ve tiipler birkag kez ters diiz edilir.
Ipliksi DNA nin gériilmesinin ardindan tiipler -20°C’de 30 dakika inkiibe edilir ve
ardindan ¢o6zeltideki tiim DNA’y1 elde edebilmek i¢in 4°C ve 10000 g’de 10 dakika
santrifiijlenir. Supernatant dokiilerek pelet kurumaya birakilir. Tiim etanoliin
uzaklagmasindan sonra ise DNA, pH 8.0’de tamponlanmis 100 pL Tris-EDTA (TE)
tamponu ile ¢oziiliip 37°C de en az 3-4 saat inkiibe edilmesinin ardindan -20°C’ye

kaldirilarak muhafaza edilir.
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Kit ile genomik DNA izolasyonu

Antikoagiilan (Na-EDTA) iceren tiiplere alinan periferik tam kan orneklerinden
genomik DNA izolasyonu, Qiagen mini blood DNA izolasyon kiti (tam kandan DNA

izolasyon Kiti, Almanya) kullanilarak yapilmistir.

DNA izolasyonu i¢in 20 pL proteaz konulmus 1.5 mL’lik tiipe 200 pL tam kan ile 200
uL Buffer AL eklenerek karisim kisaca vortekslenir. Bu sayede hiicrelerin
parcalanmasi saglanir. Ardindan 56°C’de 10 dakika inkiibe edilir. Tiiplerin kisa siire
santrifiijlenmelerinin (3000 rpm’de 10 saniye) ardindan 200 pL %100°liik saf ve soguk
(-20°C) etanol eklenerek tiipler kisaca vortekslenir ve santrifiijlenir. Daha sonra bu
karisim kolona aktarilarak kolon 25°C ve 8000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenir.
Ardindan toplama tiipiinde olan diger hiicresel bilesenler atilir ve kolon yeni toplama
tiipiine aktarilarak tizerine 500 pL Buffer AW1 eklenir. Tekrar 25°C ve 8000 rpm’de
2 dakika santrifiijlenir. Kolon yeni toplama tiipiine aktarilarak iizerine 500 pL Buffer
AW?2 eklenir ve 25°C ve 15000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenir. Kolon yine yeni
toplama tiipline aktarilarak 25°C ve 15000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenir. Bu
asamalarda DNA’nin diger tiim hiicresel bilesenlerden arinmasi (yikanmasi) saglanir.
Ardindan kolon 1.5 mL’lik tiipe aktarilarak iizerine 100 L Buffer AE eklenerek 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Tiip 25°C ve 8000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendikten sonra iizerine 100 pL daha Buffer AE eklenerek 25°C ve 8000
rpm’de 2 dakika santrifiijlenir. Ardindan kolon atilarak Buffer AE icinde ¢ozdiiriilmiis
DNA -20°C’ye kaldirilarak saklanir.

2.2.1.2 Spektrofotometre ile insan genomik DNA konsantrasyonunun

belirlenmesi

Izole edilmis olan DNA’larin konsantrasyonu Hitachi U-5100 spektrofotometre
(Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japonya) kullanilarak belirlenmistir.
260 ve 280 nm’deki absorbanslar1 kuvars kiivet kullanilarak ve 30 kat seyreltme
yapilarak alinmistir. DNA maksimum absorbansinit 260 nm’de verdigi icin bu dalga
boyunda alinan absorbans degeri DNA’nin  konsantrasyonunu hesaplamada

kullanilmaktadir.
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50 pg/mL konsantrasyonundaki ¢ift zincirli DNA’nin absorbansinin 1.0 oldugu
bilinmektedir. Bu bilgi baz alinarak DNA konsantrasyonu asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmstir:
Konsantrasyon (ug/mL) = Absorbans 260nm X 50 (ug/mL) x Seyreltme Faktorii
2.2.1.3 Spektrofotometre ile insan genomik DNA kalitesinin belirlenmesi

DNA’nin safligina (kalitesine) ise 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri alinarak
karar verilmistir. Proteinler maksimum absorbanslarini 280 nm’de verirlerken niikleik
asitler maksimum absorbanslarin1 260 nm’de verirler. 260 nm’de 6lgiilen absorbansin
280 nm’de Olgiilen absorbansa orani (Azso/Azs0) DNA’nin safliin1 gosterir. Elde
edilen deger 1.8 ise DNA’nin saf oldugu, 1.8’den yiiksekse RNA kontaminasyonu

oldugu, 1.8’den diisiikse protein kontaminasyonu oldugu diisiintiliir.
2.2.1.4 Agaroz jel elektroforezi ile insan genomik DNA Kkalitesinin belirlenmesi

DNA’nin bitiinliigii ise agaroz jel elektroforezi ile bir kereye mahsus olmak tizere
incelenmistir (Sekil 2.1). Etidyum bromiir i¢eren %0.5’lik agaroz jeli ile yatay agaroz
jel elektroforez tinitesi kullanilarak DN A nin biitiinliigline karar verilmistir. Kullanilan

soliisyonlar Ek C’de verilmistir.

Sekil 2.1:  Agaroz jel elektroforezi ile insan genomik DNA kalitesinin belirlenmesi.
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Deneye baslamadan once jel elektroforezinin yapilacagi diizenegi olusturan plastik
tabla, kalip ve tarak %70’lik etanol ile temizlenir, tabla kalip i¢ine yerlestirilir, tarak
da tablanin 0.5-1.0 mm {iizerinde yer alacak sekilde yerlestirilir. Ardindan %0.5’1ik
agaroz jeli hazirlamak i¢in 6ncelikle 0.15 g agaroz ile 30 mL 0.5X TBE tamponu
erlenmayer sisesine konularak tiim agaroz parcaciklart ¢oziinene kadar mikrodalga
firrnda kisa araliklarla 1sitilir. Bu asamada kopiirerek tasmalari Onlemek igin
erlenmayer sisesinin boyutu toplam hacmin en az 2 kat1 biiyiikliikte olacak sekilde
secilir. Bahsedilen jel hacmi mini boyutta bir jel tanki i¢in verilmistir. Midi boyutta
bir jel tanki i¢in 100 mL, maksi boyutunda bir jel tanki i¢in ise 250 mL agaroz jel
hazirlanmistir. Etidyum bromiir (EtBr) buhari kanserojen etkiye sahip oldugu i¢in EtBr
eklenmeden Once jelin sogutulmasi gerekmektedir. Bu sebeple 1sitilan jel akan su
altinda (~60°C olacak sekilde) sogutulur ve ardindan stok 10 mg/mL EtBr son
konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde ayarlanarak (1.5 pL) jele eklenir. Hazirlanan
agaroz ¢Ozeltisi, hi¢ hava kabarcigi olusturmadan kaliba dokiiliir. Eger kabarcik
olusursa o6zellikle taragin disleri altinda ve arasinda olusanlar pipet ucu yardimi ile
uzaklastirllmalidir. Jelin oda sicakliginda tamamen katilagsmasi i¢in yaklasik 20-40
dakika beklenir. Jel tanki yaklasik 300 mL 0.5X TBE tamponu ile doldurulur. Tabla
kaliptan sokiiliip elektroforez iinitesinin i¢indeki yerine yerlestirilir ve jelin tarak takili
olan kismu1 elektroforez tankinin negatif kutbu olan katota dogru yerlestirilir. 0.5X TBE
tamponu tanka jeli tamamen kaplayacak ve derinligi 1 mm civarinda olacak kadar
eklenir. Tarak jelden cok dikkatli bir bigimde c¢ikarilir. Kuyucuklarda hi¢ hava
kabarcig1r bulunmamalidir, eger var ise pipet ucu ile uzaklastirilmalhidir. 5 pL. DNA
ornegi 2 pL 6X jel yiikleme tamponu (10 mM Tris- HCI (pH 7.6), 0.03% bromofenol
mavisi, 0.03% xylene cyanol FF, 60% gliserol ve 60 mM EDTA) ile karistirilip, jelin
deliklerine yavasca yiiklenir. Tankin kapagi kapatilip elektrik kablolar gli¢ kaynagina
takilir ve jel 90 voltta (V) ~50 dakika yiiritiiliir. Jelin kag¢ voltta yiiriitiilecegine
elektrotlar arasindaki mesafe olgiilerek ve 4-10 V/cm kurali baz alinarak karar
verilmektedir. Bu sebeple yapilan deneylerde midi boyutta bir jel tanki i¢in 120 V,
maksi boyutunda bir jel tanki i¢in ise 200 V kullanilmistir. Jel UV (ultraviyole) 15181
altinda Vilber Lourmat Gel Imaging System (Marne La Vallee, Cedex, Fransa)
kullanilarak goriintiilenir ve Vision-Capture (Version 16.09) bilgisayar yazilimi
yardimt ile fotografi alinir. Agaroz jelde saf, saglam ve bozulmamig DNA 6rnekleri

tek bir bant olarak, RNA ile kontamine olmus ornekler ise iki bant olarak goriiliir.
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Yayilmis, bulanik ve siiriintii halinde bir goriintii var ise bu durum DNA’nin
(muhtemelen izolasyon sirasinda) kirildigint gosterir ve izolasyonun tekrarlanmasi
gerekir. Bu calismada Sekil 2.1°de de goriildiigii gibi kullanilan DNA 6rnekleri saglam

ve saftir. Kullanilan izolasyon yontemleri problemsiz sonu¢ vermektedir.

2.2.2 Clusterin rs11136000 C/T ve 1rs3087554 A/G tek niikleotit

polimorfizmlerinin genotiplemesi

Clusterin rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G SNP’lerinin genotiplemeleri i¢in PCR-
RFLP yontemi kullanilmistir. Bu yontemde oncelikle calisilmak istenen bolge
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilir, ardindan da uygun restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile bu PCR iiriinleri kesilir (Tablo 2.3). PCR islemi Eppendorf mastercycler
(Hamburg, Almanya) cihazinda gergeklestirilirken, kesim islemleri sirasinda 6rnekleri
inkiibe etme islemi Grant kuru blok isiticisinda (Cambridgeshire, Ingiltere)

yapilmustir.

Tablo 2.3: Clusterin rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G SNP’lerinin amplifikasyon
bolgeleri, PCR iirlin uzunlugu, PCR iiriinlinii kesmek i¢in kullanilacak restriksiyon
endoniikleaz enzimi (RE), olusacak kesim iirlinlerinin uzunluklar1 ve buna karsilik
gelen genotipler.

Gen SNP Ampl.i.fika-syon PCR iirjin RE Kirilma iiriilvllerinin
bolgesi uzunlugu uzunlugu
CC: 246 bg
Clusterin | rs11136000 C/T 3. intron 246 bg Apol | CT:246 + 131+ 115bg
TT: 131 + 115 bg
AA:335bg
Clusterin | rs3087554 A/G 3> UTR* 335 bg Acil | AG:335+254+ 81 bg
GG: 254 + 81 bg

* 3’ untranslated region (3’ transle edilmeyen bolge)

2.2.2.1 Clusterin rs11136000 C/T tek niikleotit polimorfizminin genotiplemesi
Clusterin rs11136000 C/T SNP icin polimeraz zincir reaksiyonu

Clusterin rs11136000 C/T SNP bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primer dizisi
Gu ve arkadaglarinin (2011) yayinindan alinmis ve Primer-Blast programindan kontrol
edilmistir (Tablo 2.1). Clusterin rs11136000 C/T SNP bolgesini ¢ogaltmak icin
kullanilan primerlerin baglandig1 niikleotitler ve restriksiyon enziminin tanidigi

niikleotitler Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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PCR reaksiyon kosullarinda ve programinda tek ve istenen bandin elde edilmesi i¢in
cesitli denemeler yapilarak bu asama optimize edilmistir. Iki farkli MgCls
konsantrasyonu (1.50 mM — 2.00 mM) ve ti¢ farkli kalip DNA konsantrasyonu (400
ng — 300 ng — 200 ng) denenerek PCR karisimi kosullar1 optimize edilmistir. Ayrica
Tablo 2.5’teki dongii programiyla ilgili de pek ¢ok deneme yapilmistir. Bunlar; primer
baglanma sicakligi (annealing temperature) olarak 48, 50, 52, 54, 56, 58, 59, 60 ve
61°C denenmesi, sentez siiresi olarak 50 saniye ve 30 saniye denenmesi ve dongii

sayist olarak 35 ve 40 dongii denenmesidir.

THCATCTTCCARAGCAGGCTECAGACTCCCTGAATCTTACCTTTCTATTGCARACCATGCCTC

CTGGCGTGCARHGGGEATGGCRGGCHTTCRGCACCR&AGCCACECCAGCTATCPAAAITCPC

TAARCGGECCCTTGCCACTTGACCCAATAATTCTGTARGARTCTGTCTCAGGCCAGGTGCGEE

AGCTGACACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCAGSCATATTACTTGGEGTCAGE

AGTTTGAGACCAGCCTGGCTARACATGETGAARCTCCATCTCTACTARAARTRACARARRTTAG

Sekil 2.2:  Clusterin geninin rs11136000 C/T tek niikleotit polimorfizmini igeren
bolgesinin sekansi. Ileri ve geri primerlerin tanidig1 bélgeler mavi renkli kutucugun
icinde, Apol restriksiyon enziminin tanidig1 ve kestigi bolge kirmizi renkli kutucugun
icinde ve polimorfik niikleotit ise kirmizi renkli olarak belirtilmistir (Sekans URL-10
kaynagindan alinmustir).

Clusterin rs11136000 C/T SNP bolgesi icin optimize edilmis PCR karisimi bilesenleri
Tablo 2.4’te verilmistir. PCR karisimi igin (toplam hacim 50 pL) 2.0 mM MgClz, 200
puM dNTP karisimi, 400 nM ileri ve geri primer, 200 ng genomik DNA ve 1.25 {inite
Taq DNA polimeraz kullanilmistir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4: Clusterin rs11136000 C/T SNP bdlgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR
karigimi igerigi.

A 1 tiip i¢in Stok S0 uL reaks1.yon
Icerik . karisimindaki son
eklenen hacim konsantrasyonu K
onsantrasyon
50 uL’ye
Steril apirojen H,O tamamlayacak
kadar

Amplifikasyon tamponu SuL 10X 1X
MgCl, 4 uL 25mM 2.0 mM
dNTP karigimi 1 uL 10 mM 200 uM
fleri primer 2ulL 10 pmol/uL 20 pmol (400 nM)
Geri primer 2 ulL 10 pmol/uL 20 pmol (400 nM)
Kalip DNA degisken degisken 200 ng
Taq DNA polimeraz 0.25 uL 5 U/uL 1.25U
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Clusterin rs11136000 C/T SNP bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan optimize
edilmis 1s1l dongii (thermal cycling) programi Tablo 2.5’te verilmistir.

Tablo 2.5: Clusterin rs11136000 C/T SNP bélgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR
programi.

[k denatiirasyon 94°C 3 dk.

Denatiirasyon 95°C 30 sn. o
Primer baglanmasi 60°C 20 sn. 40 dongi
Sentez 72°C 50 sn.

Son uzama 72°C 10 dk

PCR sonucunda elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezi yontemi ile incelenmistir.
Bu amacla, elde edilmesi planlanan PCR bandinin biiyiikligiiniin goriilmesini
saglayacak yogunlukta bir agaroz jel (%2) hazirlanir. Jel boliim 2.2.1.4’te anlatildig:
gibi ve %2’lik olacak sekilde hazirlanmigtir. PCR {iriinlerinin 6ngoriilen biiyiikligi
Tablo 2.3’te verildigi gibi 246 bg (baz ¢ifti)’dir. 12 pLL PCR {iriinii 2 pL bromofenol
mavisi ve xylene cyanol FF igeren bir yiikkleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklenir.
Ayni zamanda 50-1000 bg arasinda bantlar veren bir DNA belirteci (50 bg’lik DNA
ladder) de jele yiiklenir, boylelikle elde edilen bandin biiyiikliigii tahmin edilebilir.
Bunun i¢in 3 pLL DNA belirteci 2 pL yiikleme tamponu ile karistirilarak bir kuyucuga

yiiklenir. Jel ~1 saat 120 voltta yiiriitiiliir ve UV 15181 altinda goriintiisii alinir.

Clusterin rs11136000 C/T SNP icin PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz

enzimleriyle kesilmesi

Clusterin rs11136000 C/T genotipleri, Apol restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
muamele edilip, kesim iriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gdzlenen
bantlarinin biiyiikliigiine gore belirlenmistir. Apol enziminin tanima bolgesi asagidaki
gibidir ve bu dizide gecen R, A (adenin) veya G (guanin) niikleotitini temsil ederken,
Y ise C (sitozin) veya T (timin) niikleotitini temsil etmektedir (URL-16).

5 . RAAATTY.. . 3
3...YTTAAR...5

Clusterin rs11136000 C/T genetik polimorfizminin genotiplerinin belirlenmesi
sematik olarak Sekil 2.3’te agiklanmistir. Clusterin rs11136000 C/T genetik

polimorfizmini belirlemek i¢in iiretilen PCR {iriiniinde Apol enziminin tanima bolgesi
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varsa, PCR iiriinii Apol ile inkiibe edildiginde 246 b¢’lik PCR iiriiniiniin 131 bg ve 115
b¢’lik iki parcaya ayrilmasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis olan
restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edilmis PCR f{iriinii, 131 bg ve 115 bg
boyutlarinda iki ayr1 bant seklinde gériinmekte ise bu durumda bu PCR iiriiniiniin elde
edildigi DNA 6rneginin alindigr bireyin clusterin rs11136000 C/T genotipinin TT
(polimorfik homozigot genotip) olduguna karar verilir. PCR iiriiniinde Apol enziminin
tanidig1 niikleotit dizisi bulunmadig: takdirde, 246 b¢’lik PCR firiinii kesilmeyip,
agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yiiklenmis (Apol restriksiyon
endoniikleaz enzimiyle muamele edilmemis) 246 b¢ boyutundaki PCR 6rnegiyle ayni
biiyiikliikte bir bant olarak goriinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin CC
(yabanil homozigot genotip) olduguna karar verilir. Heterozigot (CT) olan bireylerden
elde edilmis PCR o&rneklerinden bazilarinda Apol enziminin kesim boélgesi varken,
bazilarinda ise bu kesim bolgesi bulunmamaktadir. Bu yiizden Apol enzimiyle
muamele edilmis PCR iiriinii jele yiiklendiginde 246 bg, 131 bg ve 115 bg boyutlarinda
li¢ bant elde edilir.

Yabanil tip rs11136000 C/T Polimorfik rs11136000 C/T
!
5’ e— AANCTC ¥ 5' AAATTC ¥
ES TTTGAG 5 Y TTTAAG 5
Apol Apol il Apol ils
| e Y ka;;:m /
5 e— AAACTC EY
5' A AATTC 3
2 — TTTGAG 5 +
2 TTTAA G 5

246 bg kesilmemig PCR trtind 115 be fragman 131 bg fragman

246 B et

131bg
115 b

cC CT T

Sekil 2.3:  Clusterin rs11136000 C/T tek niikleotit polimorfizmine ait genotiplerin
belirlenmesi ve sematik agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Kullanilan Apol enzimi fast-digest bir enzimdir ve inkiibasyon siiresi 15 dakika olarak
onerilmektedir. Ancak yaptigimiz optimizasyon calismalari sonucunda clusterin
rs11136000 C/T bolgesinin Apol restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesilmesinde en

iyl sonuglarin PCR iiriinliniin Apol enzimiyle 40 dakika boyunca 50°C’de inkiibe
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edilmesi ile elde edildigi belirlenmistir. Ayrica 20 pL PCR iiriiniiniin tam olarak
kesilmesi i¢in gereken Apol enzim miktari da optimize edilmis ve 20 iinite (U) enzimin

en iyi sonucu verdigi goriilmistiir (Tablo 2.6).

Bu yontemde oncelikle clusterin rs11136000 C/T SNP i¢in elde edilen 246 bg
uzunlugundaki PCR firtinlerinin 20 pL’si 20 U Apol enzimi ile 50°C’de 40 dakika
inkiibe edilir (Tablo 2.6), inkiibasyondan sonra kesim iiriinleri %2.5’lik agaroz jelde
analiz edilir. 246 bg’lik PCR iiriinii TT polimorfik homozigot genotipi i¢in 131 ve 115
bg’lik iki bant verirken, CC yabanil homozigot genotipi kesilmemis 246 bg’lik tek bant
verir (Sekil 2.3).

Tablo 2.6: Clusterin rs11136000 C/T SNP bolgesi icin restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesim karisim igerigi.

o 1 tiip icin Stok 30 uL reaks1.yon
I¢cerik . karisimindaki son
eklenen hacim | konsantrasyonu
konsantrasyon
Steril apirojen H.0O 5uL
NEB buffer 3.1 3 ul 10 X 1X
Apo | 2 uL 10000 U/mL 20U
PCR iiriinii 20 uL

Bu polimorfizm i¢in RFLP ydnteminin genotipleri dogru belirleyip belirlemedigini
test etmek amaciyla genotipi PCR-RFLP ve agaroz jel elektroforezi yontemi ile
belirlenmis olan, homozigot yabanil tip (CC) ve homozigot polimorfik genotipe (TT)
sahip iki bireyin PCR {iriinii se¢ilerek sekanslamaya yollanmistir. Sekanslama islemi
ABI 310 DNA dizi analizi cihazinda Ref-Gen firmasindan hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Sekil 2.4’te sunulan sekansa gére RFLP ile homozigot yabanil tip
(CC) genotipe sahip olduguna karar verilen bireyin DNA’sindan elde edilen PCR
tirtiniinde beklenildigi gibi Apol i¢in kesim bolgesi olarak taninmayan AAACTC dizisi
goriilmistiir. Sekil 2.5’te sunulan sekansa gore ise RFLP ile homozigot polimorfik
genotipe (TT) sahip olduguna karar verilen bireyin DNA’sindan elde edilen PCR
tirliniinde beklenildigi gibi Apol igin kesim bdlgesi olarak taninan AAATTC dizisi
goriilmistiir. Bu sonuglara gére PCR-RFLP yontemi ile karar verilen genotiplerin

dogrulugu teyit edilmistir.
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AT T CA GCACCAAAL GC CACAC CA G CT AT CAJA A A CT CT C T A4 C 6 6 G6C CCT T G CCACT T 6 ACCTCAAT

Sekil 2.4:  Clusterin rs11136000 C/T SNP i¢in PCR-RFLP yontemi ile homozigot yabanil tip (CC) genotipe sahip olduguna karar verilen bireyin
DNA’sindan elde edilen PCR iiriiniiniin sekans goriintiisii.

LA

i) Tt o
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Sekil 2.5:  Clusterin rs11136000 C/T SNP i¢in PCR-RFLP yontemi ile homozigot polimorfik (TT) genotipe sahip olduguna karar verilen bireyin
DNA’sindan elde edilen PCR iiriiniiniin sekans goriintiisii.

]
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2.2.2.2 Clusterin rs3087554 A/G tek niikleotit polimorfizminin genotiplemesi
Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

Clusterin 1rs3087554 A/G SNP bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primer dizisi
Primer-Blast programi kullanilarak dizayn edilmistir (Tablo 2.1). Clusterin rs3087554
A/G SNP bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerlerin baglandig: niikleotitler ve

restriksiyon enziminin tanidigi niikleotitler Sekil 2.6’da gosterilmistir.

ARAACTGTCYIGTGAGCTGATCGCTTGEGAGREGTCCTCTTTTTATGTTGAGTTGCTGCTTCCC
GGCATGCCTTCATTTIGC TATGGGEHCGFCAGEGGEGATGGARARTARGTAGRAACARAR
AAGCAGTGGCTRAGATGGTATAGGGA ATACCAGTGARGAATARAAGGGTGARGAATA
ARAAGGGATATGATGACAAGGTTGATCCACTTCAAGAATTGCTTGCTTTCAGGAAGAGAGATG
TGTTTCAACAAGCCAACTAAAATATATTGCTGCARATGGARGCTTTTCTGTTCTATTATARR

ACTGTCGAT GTPLTTCIT GACCAAGGTGCGACAAT CTI:CTRPJ&GGP.ETHCACTGAP;EGTTPJ&GG
AGRAGAATCAGTAAGTGTA

Sekil 2.6: Clusterin geninin rs3087554 A/G tek niikleotit polimorfizmini iceren
bolgesinin sekans. Ileri ve geri primerlerin tanidig1 bolgeler mavi renkli kutucugun
icinde, Acil restriksiyon enziminin tanidig1 ve kestigi bolge kirmizi renkli kutucugun
icinde ve polimorfik niikleotit ise kirmizi renkli olarak belirtilmistir (Sekans URL-11
kaynagindan alinmustir).

PCR reaksiyon kosullarinda ve programinda tek ve istenen bandin elde edilmesi i¢in
cesitli denemeler yapilarak bu asama optimize edilmistir. Iki farkli MgCl»
konsantrasyonu (1.50 mM — 2.00 mM) denenerek PCR karisimi kosullar1 optimize
edilmistir. Ayrica Tablo 2.8’deki dongili programinda primer baglanma sicaklig olarak

56, 58, 59 ve 60°C denemesi yapilmis ve dongii programi optimize edilmistir.

Clusterin rs3087554 A/G SNP bolgesi icin optimize edilmis PCR karisimi bilesenleri
Tablo 2.7°de verilmistir. PCR karisim1 i¢in (toplam hacim 50 pL) 1.5 mM MgClz, 200
puM dNTP karisimi, 400 nM ileri ve geri primer, 200 ng genomik DNA ve 1.25 {inite
Taq DNA polimeraz kullanilmistir (Tablo 2.7).

Clusterin rs3087554 A/G SNP bolgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan optimize
edilmis 1s1l dongii (thermal cycling) programi Tablo 2.8’de verilmistir.

PCR sonucunda elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezi yontemi ile incelenmistir.
Jel boliim 2.2.1.4°te anlatildig1 gibi ve %?2’lik olacak sekilde hazirlanmistir. PCR
tiriinlerinin 6ngoriilen biiyiikligl Tablo 2.3’te verildigi gibi 335 bg (baz ¢ifti)’dir. 12
uL PCR firiinii 2 pL ylikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklenir. Ayni zamanda 3
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uL 50 be’lik DNA belirteci 2 pL ylikleme tamponu ile karistirilarak bir kuyucuga

yiiklenir. Jel ~1 saat 120 voltta yiiriitiilir ve UV 15181 altinda goriintiisii alinir.

Tablo 2.7: Clusterin rs3087554 A/G SNP bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR
karigimi igerigi.

N 50 pL reaksiyon
Icerik 1 tiip i¢in Stok karisimindaki son
eklenen hacim | konsantrasyonu K
onsantrasyon
50 uL’ye
Steril apirojen H,O tamamlayacak
kadar
Amplifikasyon tamponu 5uL 10X 1X
MgCl; 3uL 25 mM 1.5 mM
dNTP karigim 1 uL 10 mM 200 uM
Mleri primer 2ulL 10 pmol/pL 20 pmol (400 nM)
Geri primer 2 uL 10 pmol/uL 20 pmol (400 nM)
Kalip DNA degisken degisken 200 ng
Tag DNA polimeraz 0.25 uL 5U/uL 125U

Tablo 2.8: Clusterin rs3087554 A/G SNP bdlgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR
programi.

Ik denatiirasyon 94°C 3 dk.

Denatiirasyon 95°C 30 sn.

Primer baglanmasi 59°C 20 sn. 40 dongii
Sentez 72°C 50 sn.

Son uzama 72°C 10 dk

Clusterin rs3087554 A/G SNP icin PCR iiriinlerinin restriksiyon endoniikleaz

enzimleriyle kesilmesi

Clusterin rs3087554 A/G genotipleri, Acil restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
muamele edilip, kesim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda gozlenen

bantlarinin biiyiikligiine gore belirlenmistir. Acil enziminin tanima bolgesi asagidaki

gibidir (URL-17):

5 ..CCGC...5
3...GGCG...5

Clusterin rs3087554 A/G genetik polimorfizmininin genotiplerinin belirlenmesi
sematik olarak Sekil 2.7°de ac¢iklanmistir. Clusterin rs3087554 A/G genetik
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polimorfizmini belirlemek i¢in tiretilen PCR {irliniinde Acil enziminin tanima bolgesi
varsa, PCR tirlinii Acil ile bekletildiginde 335 bg’lik PCR {iriiniiniin 254 b¢ ve 81 bg’lik
iki parcaya ayrilmasi beklenir. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmiis olan
restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edilmis PCR iiriinii, 254 b¢ ve 81 bg
boyutlarinda iki ayr1 bant seklinde gériinmektedir. Bu durumda bu PCR iiriiniiniin elde
edildigi DNA Orneginin alindig1 bireyin clusterin rs3087554 A/G genotipinin GG
(polimorfik homozigot genotip) olduguna karar verilir. PCR {iriintinde Acil enziminin
tanidig1 niikleotit dizisi bulunmadigi takdirde, 335 bg¢’lik PCR iirlinti kesilmeyip,
agaroz jel elektroforezinde, kontrol amaciyla jele yiiklenmis (Acil restriksiyon
endoniikleaz enzimiyle muamele edilmemis) 335 b¢ boyutundaki PCR 6rnegiyle ayni
biiyiikliikte bir bant olarak gdriinmektedir. Bu durumda bu bireyin genotipinin AA
(yabanil homozigot genotip) olduguna karar verilir. Heterozigot (AG) olan bireylerden
elde edilmis olan PCR orneklerinden bazilarinda Acil enziminin kesim bolgesi varken,
bazilarinda ise bu kesim bolgesi bulunmamaktadir. Bu yiizden Acil enzimiyle
muamele edilmis PCR f{iriinii jele yiiklendiginde 335 bg, 254 b¢ ve 81 bg boyutlarinda
ti¢ bant elde edilir.

Yabanil tip rs3087554 A/G Polimorfik rs3087554 A/G
Acil Aeil
|
5 CTGC ¥ ¥ CCGC 3
¥ GACG 5 3 GGCG 5
ﬁ Acil ile w Acil ile
kesim olmaz kesim olur
¥ CTGC gy 5 —C CGC 3
+
Y e— GACG 5 ¥ GGC G 5

81 b fi 254 b
335 be kesilmemis PCR. trung bg fragman be fragman

335 D¢ e
254 B¢ ey

81 bg =

Sekil 2.7:  Clusterin rs3087554 A/G tek niikleotit polimorfizmine ait genotiplerin
belirlenmesi ve sematik agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Yapilan optimizasyon ¢alismalari sonucunda clusterin rs3087554 A/G bolgesinin Acil
restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesilmesinde iyi bant veren PCR iiriinlerinin 10

uL PCR iriiniiniin 10 U Acil enzimiyle (Tablo 2.9), hafif silik bant veren PCR
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tirtinlerinin ise 20 uL PCR firiiniiniin 20 U Acil enzimiyle (Tablo 2.10), 1 saat boyunca
37°C’de inkiibe edilmesiyle elde edildigi belirlenmistir.

Bu yontemde 6ncelikle iyi bant veren PCR firiinlerinde clusterin rs3087554 A/G SNP
i¢in elde edilen 335 b¢ uzunlugundaki PCR tiriinlerinin 10 uL’si 10 U Acil enzimiyle,
silik bant veren PCR iiriinlerinde 335 b¢ uzunlugundaki PCR iiriinlerinin 20 pL’si 20
U Acil enzimi ile 37°C’de 1 saat inkiibe edilir (Tablo 2.9 ve 2.10) ve inkiibasyondan
sonra kesim triinleri %2.5’lik agaroz jelde analiz edilir. 335 b¢’lik PCR iiriini GG
polimorfik homozigot genotipi i¢in 254 ve 81 b¢’lik iki bant verirken, AA yabanil
homozigot genotipi kesilmemis 335 bg¢’lik tek bant verir (Sekil 2.7).

Tablo 2.9: Clusterin rs3087554 A/G SNP boélgesi igin restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesim karisim igerigi (iyi bant veren PCR iiriinleri i¢in).

I 1 tiip icin Stok 304 reaks1.yon
Icerik . karisimindaki son
eklenen hacim | konsantrasyonu
konsantrasyon

Steril apirojen H2O 16 uL
CutSmart Buffer 3ulL 10 X 1X
Acil 1 uL 10000 U/mL 10U
PCR iiriinii 10 uL

Tablo 2.10: Clusterin rs3087554 A/G SNP bolgesi igin restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile kesim karigim igerigi (silik bant veren PCR firiinleri i¢in).

—_ 1 tiip i¢in Stok 30 pL reaksiyon
Icerik . karisimindaki son
eklenen hacim | konsantrasyonu
konsantrasyon

Steril apirojen H20O 5ul
CutSmart Buffer 3uL 10 X 1X
Acil 2 uL 10000 U/mL 20U
PCR iirtinii 20 uL --- ---

Bu polimorfizm i¢in RFLP yonteminin genotipleri dogru belirleyip belirlemedigini
test etmek amaciyla, genotipi PCR-RFLP ve agaroz jel elektroforezi yontemi ile
belirlenmis olan, homozigot yabanil tip (AA) ve homozigot polimorfik genotipe (GG)
sahip iki bireyin PCR iiriinii se¢ilerek sekanslamaya yollanmistir. Sekanslama islemi
ABI 310 DNA dizi analizi cihazinda Ref-Gen firmasindan hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Sekil 2.8°de sunulan sekansa gére RFLP ile homozigot yabanil tip
(AA) genotipe sahip olduguna karar verilen bireyin DNA’sindan elde edilen PCR
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tirtiniinde beklenildigi gibi Acil i¢in kesim bdlgesi olarak taninmayan GCAG dizisi
goriilmiistiir. Sekil 2.9°da sunulan sekansa gore ise RFLP ile homozigot polimorfik
genotipe (GG) sahip olduguna karar verilen bireyin DNA’sindan elde edilen PCR
riiniinde beklenildigi gibi Acil i¢in kesim boélgesi olarak tanmman GCGG dizisi
goriilmiistiir. Bu sonuglara gére PCR-RFLP yontemi ile karar verilen genotiplerin

dogrulugu teyit edilmistir.

2.2.3 Clusterin rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T tek niikleotit polimorfizmlerinin

genotiplemesi

Clusterin genindeki rs1532278 C/T ve 1s2279590 C/T SNP’lerinin genotiplemesi real-
time PCR (ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) cihazinda floresan isaretli alel
spesifik TagMan problar1 kullanilarak yapilmistir. Bu SNP’ler i¢in genotipleme
kitlerinin TagMan Assay numaralar1 Tablo 2.2’de verilmistir. Bu ¢alisma Applied
Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Woodlands, Singapur) cihazi ile
yapilmustir.

2.2.3.1 TagMan SNP genotipleme Kitleri ile real-time PCR

Real- time PCR, niikleik asit ¢cogalmasiyla es zamanli olarak artig gosteren floresan
sinyalin 6l¢iilmesiyle, kisa siirede kantitatif sonug verebilen bir PCR yontemidir. Real-
time PCR metodu DNA’nin ¢ogaltimint ve {irlinlerini tek bir tlipte belirlemeyi
miimkiin kilar. PCR ¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan
isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olugan DNA ile dogru orantili olarak
arttig1 bir cogalma yontemidir. Bu teknoloji kinetik PCR, homojen PCR ve kantitatif
real-time PCR (gPCR - quantitative real-time PCR) gibi gesitli adlarla da

isimlendirilmektedir.

Sicaklik dongiileri ve floresan okunmasi aymi cihaz iginde ve aym tiip iginde
gerceklesmektedir. Boylece hedef bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire
icinde saptanabilmektedir. Ayni cihaz igerisinde hem ¢ogaltma isleminin, hem de
cogaltilan iirlinleri saptama isleminin yapilabilmesi, bu yontemi ¢ok pratik bir yontem
haline getirmistir. Ayrica tlipler agilmadan test tamamlandig1 i¢in kontaminasyon riski

de azalmaktadir (Bustin, 2005).
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Sekil 2.8:  Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in PCR-RFLP yontemi ile homozigot yabanil tip (AA) genotipe sahip olduguna karar verilen bireyin
DNA’sindan elde edilen PCR iirliniiniin sekans goriintiisii.
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Sekil 2.9:  Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢cin PCR-RFLP yontemi ile homozigot polimorfik (GG) genotipe sahip olduguna karar verilen bireyin
DNA’sindan elde edilen PCR iiriiniiniin sekans goriintiisii.
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Bu c¢aligmada TagMan SNP genotipleme kitleri kullanilmistir. TagMan SNP
genotipleme kitleri polimorfik bdlgelere 6zel olarak iretilir. Bu kitlerin her birinin
igerisinde polimorfik bolgeyi iceren dizinin sinirlarini belirleyen ileri ve geri primerler
vardir. Bunlar real-time PCR islemi sirasinda istenilen bdlgenin ¢ogaltilabilmesini
saglar. Problar ¢ogaltilma sirasinda hedef niikleik asit dizisinin belirli bir dizisine
komplementer olacak sekilde dizayn edilmelidirler. TagMan problar, tek zincirli hedef
DNA iizerinde komplementer oldugu bolgeye baglanirlar. Her assay kitinin i¢erisinde
ait oldugu polimorfik bolgeye 6zel iki tip TagMan prob bulunmaktadir. Bu problardan
biri polimorfik niikleotidin oldugu bdlgeyi taniyip baglanirken, digeri yabanil tip

niikleotidin oldugu bolgeyi tanir ve baglanir.

TagMan problarinin 5’ ucuna reporter (muhabir), 3’ ucuna ise quencher (sondiiriicii)
boyalar1 baghdir. 3° ugtaki floresan boyalarla boyanmamis quencher (nonfluorescent
quencher — NFQ), floresan boyalarla boyanmis olana gére daha yiiksek hassasiyet ile
reporter boyanin floresan i1gimasinin saptanmasini saglar. Alman TagMan SNP
genotipleme kitlerinde de bu sebeple NFQ bulunmaktadir. Reporterlar ise iki prob i¢in
de birbirinden farkli floresan boyalar ile isaretlenmistir. Bu calismada kullanilan
kitlerde reporterlarda FAM™ ve VIC® floresan boyalar1 bulunmaktadir ve her biri her
kit i¢in farkli bir aleli temsil eder. TagMan prob yontemi g¢ogaltilmak istenilen
DNA’ya komplementer olan ve floresan isaretlenmis tek zincirli bir prob igerir.
Reporter proba bagli iken, probun diger ucunda bagli olan quencher, reporter: baskilar
ve 1s1ma vermesini engeller. Reporter serbest haldeyken ise 1s1ma verir. Real-time PCR
islemi sirasinda amplifikasyon gergeklesirken prob ile DNA dizisindeki niikleotitler
arasinda dogru eslesme saglanamadiysa reporter proba bagl kalir ve 151ma vermez.
Eger prob niikleotitle dogru eslesmeyi yaptiysa probun bagli oldugu boélgeye
gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi 5°’— 3’ endoniikleaz aktivitesi ile probu
oradan kaldirir ve bu sirada reporter boya probtan ayrilarak serbest kalir ve 1s1ma verir
(sinyal olusturur). Her bir dongiide {iriin cogalimi arttikca floresan da ona bagli olarak
artmaya devam eder. Floresan sinyali PCR {iriin miktariyla dogru orantili olarak

artmaktadir. Bu reaksiyonlar kisaca Sekil 2.10°da gosterilmistir.
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Sekil 2.10: Real-time PCR reaksiyonlar1 sematik gosterimi. TagMan problarinin ve
ileri/geri primerlerin genomik DNA’ya baglanmasi ve amplifikasyon sirasinda
reporter boyanin ayrilip 1s1ma vermesi (URL-18).

Bu 1simalar real-time PCR islemi sirasinda es zamanl olarak bir yazilim programi

tarafindan kaydedilir. Bu yazilim programi hem PCR dongiistinii hem de sonuglari

anlik goriintiilemeye olanak saglar. Bu yazilim reaksiyon sonucunda Orneklerin

genotiplerini amplifikasyon egrileri seklinde verir ve elde edilen egrilerden genotiplere

gore alelik ayirma grafigi olusturarak tiim drneklerin tek bir grafikte goriintiilenmesini

saglar. Sekil 2.11°de gosterildigi gibi amplifikasyon egrisinden genotipler su sekilde

belirlenir;

e Eger 6rnegin genotipinde FAM boyasinin bagli oldugu probun sekansina uyan

alel homozigot olarak varsa sadece FAM boyasi1 1s1ma verir.

e Eger VIC boyasinin bagl oldugu probun sekansina uyan alel homozigot olarak

varsa sadece VIC boyasi 1s1ma verir.

e Eger heterozigot birey ise ikisi birden 1g1ma verir.
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Sekil 2.11: Amplifikasyon egrisi ile genotiplerin belirlenmesi. a. Sadece FAM
boyasinin bagl oldugu proba uygun alele sahip bireyin amplifikasyon egrisi. b. Her
iki boyanin da bagli oldugu proba uygun alellere sahip bireyin amplifikasyon egrisi. C.
Sadece VIC boyasiin bagli oldugu proba uygun alele sahip bireyin amplifikasyon
egrisi.

Bizim g¢alismamizda FAM ve VIC boyalarmin temsil ettigi aleller ve incelenen

SNP’lerin gen tizerinde bulundugu bdlgeler Tablo 2.11°deki gibidir.

Tablo 2.11: Clusterin rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’lerinin gen iizerinde
bulundugu bolgeler ve bu SNP’ler i¢cin FAM ve VIC boyalarinin temsil ettigi aleller.

SNP Gen Bolgesi | FAM | VIC
Clusterin rs1532278 C/T 3. intron T C
Clusterin rs2279590 C/T 7. intron T C

Genotipler amplifikasyon egrisine dayanarak belirlendikten sonra tiim 6rnekler alelik
ayirma grafiginde noktalar ile gosterilir. Alelik ayirma grafiginde her eksen farkli bir

aleli temsil eder. Ornegin Sekil 2.12°de gosterildigi gibi x-ekseni C alelini, y-ekseni T
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alelini temsil ediyorsa homozigot CC olanlar x-eksenine yakin noktalar, homozigot
TT olanlar y-eksenine yakin noktalar olarak gosterilir. Heterozigot CT olanlar ise
grafigin orta bolgesinde bulunur. Negatif kontroller ise 0 noktasina olduk¢a yakindir

¢linkii bu kuyucuklarda amplifikasyon gerceklesmez.

Allelic Discimination Plot
Allglic Diserimination Plot [SHP Aszay. S 162242010
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Sekil 2.12: Alelik ayirma grafiginde orneklerin genotiplerine gore gosterimi.

2.2.3.2 TagMan SNP genotipleme Kitleri ile real-time PCR prosediirii

Real-time PCR reaksiyonu i¢in gerekenler master miks, genotipleme kiti ve genomik
DNA’dir. Master miks ile genotipleme kiti 6rnek sayisina uygun hesaplamalar
yapilarak karistirilir ve daha sonra real-time PCR cihazina uygun 96 kuyucuklu
plakanin kuyucuklarina esit miktarda dagitilir (Tablo 2.12). Uygun konsantrasyonda
hazirlanan genomik DNA’lar duplike olarak kuyucuklara eklenir. Iki kuyucuga ise
negatif kontrol olarak igerisinde DNA olmayan saf su eklenir. Plakanin
kuyucuklarinda baloncuk olugsmamasina dikkat edilir, eger olusmussa bunlar giderilir.

Hazirlanan plaka yapiskan film ile kapatilarak 1000 rpm’de 2 dakika santrifuj edilir.
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Plaka real-time PCR cihazinin igine Sekil 2.13’teki gibi yerlestirilir. StepOne Software
(Version 2.3) yazilim programi kullanilarak PCR dongiisii yazilir ve reaksiyon

baslatilir (Tablo 2.13).

sppticd
piosystems:

Sekil 2.13: 96 kuyucuklu real-time PCR plakasinin cihaz igine yerlestirilmesi.

Real-time PCR ig¢in kit ile izolasyonu yapilmig olan genomik DNA’lar gerekli
seyreltme yapilarak kullanilmigtir. Alinan TagMan SNP genotipleme kiti 1-20 ng
arasinda genomik DNA kullanmay1 6nermistir. Farkli miktarlarda (8, 10 ve 20 ng)
genomik DNA iceren karigimlar hazirlanmis ve denemeler sonucunda hepsi gayet iyi
sonuglar vermistir. Kimyasal ve genomik DNA israfim1 6nlemek amaciyla 8 ng

genomik DNA kullanmaya karar verilmistir (Tablo 2.12).

Master miksin igeriginde AmpliTag Gold® DNA polimeraz, deoksiniikleotit
trifosfatlar (dNTPs), pasif referans boyasi olarak ROX™ ve tampon ozellikleri
saglayacak maddeler bulunmaktadir. ROX boyasi analiz sirasinda reporter boyanin
sinyalinin normalize edilmesini saglar. Master miks olarak hem universal master miks
hem de genotipleme c¢aligsmalari i¢in kullanilan genotipleme master miksi denenmistir.
Universal master miks kullanildiginda bazi polimorfik bélgelerin (rs2279590 C/T)
Real-time PCR isleminde sonug¢ alinamadigi i¢in genotipleme master miksi ile
caligmalara devam edilmesine karar verilmistir. Genotipleme master miksi ile yapilan
calismalarda hi¢ sorun yasanmamistir ve Orneklerin genotipleri kolaylikla

belirlenebilmistir.
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Tablo 2.12: Real-time PCR i¢in gerekli reaksiyon karisimi igerigi.

Icerik 1 tiip
2X TagMan genotipleme master miksi 5uL
20X TagMan SNP genotipleme Kiti 0.5 uL
DNA (8 ng) 4.5 uL
Toplam 10 uL

Tablo 2.13: TagMan SNP genotipleme kiti kullanilarak real-time PCR yapmak igin
kullanilan program.

Pre-PCR okumasi 60°C 30 sn.

[k denatiirasyon/enzim aktivasyonu  95°C 10 dk.

Denatiirasyon 95°C 15 sn. } 40 dongt
Primer baglanmasi/sentez 60°C 1 dk.

Post-PCR okumasi 60°C 30 sn.

2.2.4 Akoz humor orneklerinde total protein konsantrasyonunun ve clusterin

protein konsantrasyonunun belirlenmesi
2.2.4.1 Akoz humor orneklerinde total protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Ak6z humordaki total protein konsantrasyonu Thermo Scientific Coomassie
(Bradford) Protein Assay kiti (ABD) kullanilarak tespit edilmistir ve bu kitin 6l¢lim
aralig1 (deteksiyon araligi) 100-1500 pg/mL’dir. Bunun i¢in 6ncelikle tiim 6rnekler
(direkt veya 2 kat seyreltilmis olarak), standartlar [BSA (2 ng/mL) ile hazirlanmis 5
standart — 12.5, 125, 500, 1000 ve 2000 ug/mL] ve blank (kor, su) kararlagtirilan
kuyucuklara (dublike olarak) 5’er uL olarak ve kuyucuklarin tam ortasina gelecek
sekilde dikey olarak konulmustur ve hepsinin {izerine 250 pL. Coomassie Reagent
eklenmistir (Sekil 2.14). Ardindan Thermo Scientific mikroplaka okuyucu
spektrofotometre (ELISA reader) cihazinda (Vantaa, Finlandiya) 595 nm’de
absorbanslart 6lciilerek (Skanlt prgrami ile), standart egri lizerinden akdéz humor

orneklerinin total protein konsantrasyonlari hesaplanmistir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.14: Coomassie (Bradford) Protein Assay kiti kullanilarak hazirlanan plaka ve
gozlemlenen renk degisimi.
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Sekil 2.15: Akdz humor 6rneklerindeki total protein konsantrasyonunun belirlenmesi
icin olusturulan standart egri 6rnegi. Kirmizi noktalar standartlar1 temsil ederken gri
noktalar ise drnekleri temsil etmektedir.

Giris boliimiiniin 1.4 kisminda detayli olarak sunulan literatiir bilgilerine gore akoz
humor Ornekleri direkt kullanildiklar1 takdirde kullandigimiz kitin deteksiyon
araliginda (100-1500 pg/mL) sonug verecek gibi goriinmekteydi. Bu sebeple ¢ogu
ornek direkt olarak kullanilmistir. Fakat bazi ak6z humor 6rneklerinin az miktarda

olmasi sebebiyle bu drnekler 2 kat seyreltilerek kullanilmistir.
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2.2.4.2 Akoz humor orneklerinde clusterin protein konsantrasyonunun

belirlenmesi

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; enzime bagli immiinosorban testi)
antijen-antikor iliskisini, antikora baglanmis bir enzimin aktivitesini arastirmak igin
kullanilan ~ kantitatif ~bir 6lgim  yontemidir. Akdz humordaki  clusterin
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in Thermo Scientific insan clusterin ELISA kiti
(ABD) kullanilmistir. Bu clusterin ELISA kiti kat1 fazlidir ve sandvi¢ ELISA’dir.
Eslesen bir antikor ¢ifti arasinda baglanan hedef miktarini 6lgmek ve tespit etmek icin
tasarlanmistir. Hedefe spesifik bir antikor, verilen mikroplakanin kuyucuklarina
onceden kaplanmustir. Ornekler, standartlar veya kontroller daha sonra bu kuyucuklara
ilave edilir ve immobilize (sabit) antikora baglanir. Sandvi¢, immobilize antikordan
farkli bir epitop (determinant bdlge) ilizerinde hedefe baglanan ikinci (detektor)
antikorun eklenmesinden olusur. Inkiibasyon siirelerinden sonra ve baglanmamis
antikoru plakadan ¢ikarmak igin yikama asamalari sonrasinda, Olciilebilir sinyal
tiretmek tizere enzim-antikor-hedef kompleksi ile reaksiyona giren bir substrat
soliisyonu ilave edilir. Bu sinyalin yogunlugu orijinal numunede bulunan hedef

molekiiliin konsantrasyonu ile orantilidir.

Insan clusterin ELISA kitinin dl¢iim aralig1 (deteksiyon araligr) 0.015 ng/mL-20
ng/mL (15-20000 pg/mL)’dir (URL-19). Ak6z humor orneklerinin ELISA igin
kullanilabilecegi miktar1 ve seyreltme gerekip gerekmedigi, Giris boliimiiniin 1.4
kisminda bahsedilen Dota ve arkadaglarinin (1999) yaymindan faydalanilarak karar
verilmistir. Bu calismaya gore 10 katarakt hastasindan elde edilen en diisiik clusterin
konsantrasyonu 196.1 ng/mL (196100 pg/mL) olabilirken en yiiksek de 1754.2 ng/mL
(1754200 pg/mL) olabilir. Buna gore orneklerin bir kismi1 700 kat seyreltilerek
kullanilmis, fakat birkag tanesinde clusterin konsantrasyonu minimum degerin altinda

kaldig1 i¢in bundan sonraki 6rnekler 500 kat seyreltilerek ELISA’da kullanilmistir.

Ak6z humor orneklerinin gerekli seyreltmeleri yapilarak hazirlanmasinin ardindan
kitin icinden ¢ikan insan clusterin standart1 (80 ng/mL) kullanilarak 5 standart (9.77,
97.7,244.25, 1954 ve 5000 pg/mL) hazirlanmistir. ELISA isleminin ilk basamaginda
tiim Ornekler, standartlar ve blank (1X assay diluent) - pipetleme hatalarini ve kisisel
hatalar1 en aza indirmek igin - dublike ve 100’er puL olarak kuyucuklara eklenir ve 2.5

saat oda sicakliginda calkalamali inkiibatérde (50 rpm’de) inkiibe edilir. Bu asamada
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kit ile birlikte gelen tiim soliisyonlarin gerekli seyreltmeleri kit ile gelen prosediirde
belirtildigi gibi yapilarak kullanima hazir hale getirilir (URL-19). Inkiibasyon sonrasi
tiim sollisyon bosaltilarak plaka 4 kez yikama soliisyonu ile yikanir. Ardindan her
kuyucuga 100 pL biyotinlenmis antikor eklenerek ayni kosullarda 1 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyonun sonunda plaka bosaltilir ve tekrar 4 kez yikama soliisyonu ile yikanir.
Tim kuyucuklara 100 pL streptavidin-HRP (horseradish peroxidase) eklenir ve 45
dakika ayni kosullarda inkiibe edilir. Daha sonra plaka bosaltilarak 4 kez yikama
soliisyonu ile yikanir. Ardindan karanlikta 100 uL TMB soliisyonu substrat olarak
eklenir ve yine karanlikta olmak iizere ayni kosullarda 30 dakika inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda her drnekte farkli yogunluklarda mavi renk gdzlemlenir ve vakit
kaybetmeksizin 50 uL durdurma soliisyonu kuyucuklarin iizerine eklenerek maviden
sartya renk donlisimi goézlemlenir (Sekil 2.16). Rengin yogunlugu clusterin
konsantrasyonunun yogunlugu ile dogru orantilidir. Plaka Thermo Scientific ELISA
reader’a (Vantaa, Finlandiya) 450 nm ve 550 nm’de absorbans degerleri okunmak
tizere konulur. Skanlt programi yardimu ile standart egri ¢izilir ve bunun yardimu ile

her 6rnekteki clusterin konsantrasyonu tespit edilir (Sekil 2.17).

Sekil 2.16: Insan clusterin ELISA kiti kullanilarak hazirlanan plaka ve gézlemlenen
renk degisimi.
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Signal
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Conc.[pg/mL]

y = 1688,07 + ((-0,818471 - 1688,07)/ (1 + (x/1,32896E+20)"0,170974) )
Rz 0,93

Sekil 2.17: Akéz humor Orneklerindeki clusterin protein konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in olusturulan standart egri 6rnegi. Kirmizi noktalar standartlari temsil
ederken gri noktalar ise 6rnekleri temsil etmektedir.

2.2.5 Gozyasi 6rneklerinden protein geri kazanimi, total protein konsantrasyonu

ve clusterin protein konsantrasyonu tespiti
2.2.5.1 Gozyas1 orneklerinden protein geri kazanim

Hasta ve kontrollerin gbozyas1 ornekleri Schirmer kagidi ile alinmig, 5 mL’lik
polipropilen tiiplere konulmus ve bu tiipler -86°C’ye kaldirilmistir. Literatiirde,
gozyasi sivisindaki proteinlerin Schirmer striplerden geri kazanilmasi i¢in, detaylar
giris bolimiiniin 1.5 kisminda verilen, farkli yontemler tarif edilmektedir. Biz bu
caligmada proteinlerin stripten baska bir siviya diflizyonu teknigini (Stuchell vd.,
1984; Choy vd., 2001; Li vd. 2008; Chong vd., 2010; Kramann vd., 2011; Van Der
Meid vd., 2011; Wong vd., 2011; Denisin vd., 2012; Zhou vd. 2012; Farias vd., 2013)

kullanmay1 tercih ettik.

Gozyas1 orneklerinden proteinlerin ekstraksiyonu i¢in pek ¢ok ekstraksiyon yontemi
denenmistir (Farias vd., 2013; Denisin vd., 2012; Shoji vd., 2003; Paulett vd., 2008).
Bu denemeler sonucu tek bir yontem yerine birka¢ yontemin modifiye edilmis halinin
uygulanmasina karar verilmistir. Bu denemeler sirasinda striplere bilinen miktarda
insan clusterin standart proteini emdirilerek daha sonra ekstrakte edilip ELISA ile

miktar tayini yapilmistir. Kullanilmaya karar verilen modifiye edilmis yontemde
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bulunan konsantrasyon, stripe emdirilen sivinin konsantrasyonuna en yakin degeri

verendir.

Shoji ve arkadaglar1 (2003) ile Paulett ve arkadaslar1 (2008) tarafindan uygulanan
ekstraksiyon yontemlerinin karisimi olan ve bizim tarafimizdan modifiye edilerek
kullanmis oldugumuz yonteme gore oda sicakligina getirilmis olan gozyast stripleri
2’ser karelik olarak kesilir, kesilen parcalar 2 mL’lik polipropilen tiipe aktarilir (Sekil
2.18). Ardindan iizerine 400 pL PBS, Tween 20 ve NaCl’den olusan bir soliisyon (Ek
C’de verilmistir) eklenir. 3 saat oda sicakliginda ve 50 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibe edilir. Ardindan 25°C ve 16000 g’de 5 dakika santrifiij edilerek supernatant
baska bir tiipe ayrilir ve tiip -20°C’ye kaldirilarak bir gece bekletilir. Ertesi sabah -
20°C’den ¢ikartilip oda sicakligina geldiginde 25°C 14000 g’de 5 dakika santrifuj

edilir ve supernatant tekrar yeni bir tiipe aktarilarak hazir hale getirilir.

Sekil 2.18: Schirmer striplerden proteinlerin geri kazanimi. a. Gdzyas1 striplerinin
polipropilen tiipteki goriintiisii. b. G6zyasi striplerinin kesimi.

Ekstraksiyon ydntemleri kiyaslanirken TUBITAK 1001 projemizin (115S360) diger
kismi olan bag dokusu biiytime faktorii (CTGF — Connective Tissue Growth Factor)
ile de iyi sonuglar veren ortak bir yontem tespit edilmeye caligilmistir. Elimizde ¢ogu
goniilliiniin sadece bir adet gdzyasi stripi vardir ve sadece bir ekstraksiyon yontemi ile
ekstrakte edilebilir. Bu sebeple tiim ekstraksiyon yontemleri CTGF i¢in de denenmis

ve ortak olarak da bu yontem ile iyi sonuglar elde edildiginden bundan sonra alinan
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hasta ve kontrol gozyasi Orneklerinden bu ydntem ile protein ekstraksiyonu

yapilmustir.
2.2.5.2 Gozyasi orneklerinde total protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Gozyasindaki total protein konsantrasyonu giris boliimiiniin 1.5 kisminda da
belirtildigi gibi Posa ve arkadaslar1 (2013) tarafindan 4.6 mg/mL, Zhou ve arkadaslari
(2012) tarafindan ise 610 mg/mL olarak tespit edilmistir. Bu bilgiler baz alinarak
gbzyast striplerinin Bradford Assay’in 6l¢tim araligina (100-1500 pg/mL) girmesi i¢in
cesitli seyreltmeler (2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 11 kat) denenmistir. Denemeler i¢in laboratuvar
ekibinden gozyas1 Ornekleri alinmis ve tiim denemeler bu goézyasi Ornekleri
kullanilarak yapilmistir. Sonug olarak 3 kat seyreltmenin tiim 6rneklerde sonug elde

edilmesini sagladig1 goriilmiistir.

Tim 6rnekler (3 kat seyreltilmis olarak), standartlar [BSA (2 ng/mL) ile hazirlanmig
3 standart — 12.5, 125 ve 500 pg/mL] ve blank (kor, su) kararlastirilan kuyucuklara
(dublike olarak) 5’er uL olarak ve kuyucuklarin tam ortasina gelecek sekilde dikey
olarak konulmustur ve hepsinin iizerine 250 pL. Coomassie Reagent eklenmistir.
Ardindan Thermo Scientific mikroplaka okuyucu spektrofotometre (ELISA reader)
cthazinda (Vantaa, Finlandiya) 595 nm’de absorbanslar1 6l¢iilerek (Skanlt prgrami
ile), standart egri tlizerinden gozyasi Orneklerinin total protein konsantrasyonlari

hesaplanmistir (Sekil 2.19).
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y =0,591505 + ( (0,0145955 - 0,591505) / ( 1 + (x/250)1,95321) )
Rz 1

Sekil 2.19: Gozyas1 6rneklerindeki total protein konsantrasyonunun belirlenmesi igin
olusturulan standart egri 0rnegi. Kirmizi noktalar standartlar1 temsil ederken gri
noktalar ise drnekleri temsil etmektedir.
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Ozetle, alinan tiim gbzyas: &rneklerinden 2.2.5.1 kisminda agiklanan yontem ile
ekstraksiyon yapilmis. Ardindan tiim gozyasi1 6rnekleri 3 kat seyreltilmis ve Thermo
Scientific Coomassie (Bradford) Protein Assay kiti kullanilarak Orneklerin total

protein konsantrasyonlari tespit edilmistir.

2.2.5.3 Gozyasi orneklerinde clusterin protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Ekstrakte edilmis deneme gozyasi 6rnekleri ile pek ¢ok seyreltme (2, 3, 4, 10, 50, 100,
500 ve 1000 kat) denemesi yapilarak ELISA ile clusterin protein konsantrasyonu
belirlenmeye calisilmistir. 100 ile 1000 kat arasinda seyreltilmis 6rneklerden sonug
elde edilebilirken, 50 kat ve altinda seyreltilmis olan Orneklerin clusterin
konsantrasyonu kitin deteksiyon limitinin (0.015 ng/mL-20 ng/mL) Gistiinde kalmustir.
Bu sebeple hasta ve kontrollerin gbzyasi orneklerinde clusterin konsantrasyonlari
insan clusterin ELISA kiti ile 500 kat seyreltilmis gozyasi ornekleri kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 2.20).
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Conc.[pg/mL]

y= 255581 + ( (-0,130957 - 2,55581) / ( 1 + (x/1045,42)"0,589627) )
R 1

Sekil 2.20: Gozyas1 drneklerindeki clusterin protein konsantrasyonunun belirlenmesi
icin olusturulan standart egri 6rnegi. Kirmizi noktalar standartlar1 temsil ederken gri
noktalar ise drnekleri temsil etmektedir.

Gozyast orneklerinin gerekli seyreltmeleri yapilarak hazirlanmasinin ardindan kitin
icinden ¢ikan insan clusterin standart1 (80 ng/mL) kullanilarak 3 standart (9.77, 1954
ve 5000 pg/mL) hazirlanmistir. Bundan sonraki tiim ELISA basamaklar1 2.2.4.2
kisminda anlatildig1 gibi ger¢eklesmistir. Thermo Scientific ELISA reader’da (Vantaa,

Finlandiya) 450 nm ve 550 nm’de plakadaki orneklerin absorbans degerleri
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okunduktan sonra Skanlt programi yardimu ile standart egri ¢izilmis ve bunun yardimi

ile de her 6rnekteki clusterin konsantrasyonu tespit edilmistir (Sekil 2.20).

2.2.6 istatistiksel analizler

Siirekli degiskenler (yas, akoz humorda ve gozyasinda total protein ve clusterin
konsantrasyonlar1) ortalama + SD (standart sapma) olarak verilmistir. Siirekli
degiskenlerin normal dagilim gosterip gostermedigini incelemek i¢in Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilmistir. Ornek sayis1 az olan akdz humor analizlerinde siirekli
degiskenlerin normal dagilim gosterip gostermedigini incelemek i¢in Shapiro-Wilk
testi kullanilmigtir Normal dagilan parametrelerin PEG, PES ve kontroller arasinda
karsilastirilmasinda Levene’s testine uyanlarda One-Way ANOVA, uymayanlarda
Welch’s ANOVA (ikili karsilastirma durumunda Independent Samples T-test), normal
dagilmayanlar i¢in ise Kruskal-Wallis testi (ikili karsilagtirma durumunda Mann-
Whitney Testi) uygulanmistir. One-Way ANOVA istatistiksel olarak anlamli bir sonug
verdiginde Bonferroni Post Hoc testi, Welch’s ANOVA istatistiksel olarak anlamli bir
sonug verdiginde Games-Howell Post Hoc testi uygulanmstir. Kruskal-Wallis testi
sonucu anlamli sonug¢ verdiginde ise ikili gruplar arasindaki fark hesabi i¢in Conover

formiilii (Conover, 1980) kullanilmistir.

Kategorik degiskenler (cinsiyet, genotip ve alel frekanslari) yiizde veya oran seklinde
ifade edilmistir. Hasta-kontroller arasinda genotip ve alel frekansi karsilastirmasi
yapmadan Once gozlenen genotip frekanslarmin Hardy-Weinberg dengesine uyup
uymadigina bakilmistir. Ardindan hasta ve Kkontrollerin genotip ve alel
frekanslarindaki farkliliklar 2 testi ile belirlenmistir. Ayrica SNPStats programi
kullanilarak (URL-20) genotip ve alel frekanslari farkli modeller yapilip yas ile
cinsiyete gore ayarlama yapilmis ve genotip frekanslari ile hastalik gruplar1 arasindaki
iliskiye bakilmistir. Alellerin ve bakilan diger parametrelerin tek basina veya birlikte
PEG ve PES ile iligkili olup olmadigini belirlemek icin lojistik regresyon analizi,
Hosmer-Lemeshow kalibrasyonu ile birlikte yapilmistir. Lojistik regresyondan 6nce
es degisken olarak atanacak parametreler i¢in es lineerlik istatistigi (collinearity
statistics) yapilmis ve es lineerlik goriilen parametreler hep beraber degil, her seferinde
biri modele eklenerek analiz edilmistir. ELISA ile tespit edilen clusterin protein
seviyesi ile total protein konsantrasyonu ve genetik polimorfizmler arasinda iliski olup

olmadigini incelemek i¢in Pearson korelasyon yontemi kullanilmistir.
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P degeri 0,05’ten kiigiik oldugunda bulgular istatistiksel olarak anlamli sayilmaistir.
Bahsedilen bu istatistiksel analizler i¢in SPSS 15.0 paket programi kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Calisma Grubu

Bu calisma kapsaminda 213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyin tam
kan ornekleri ile clusterin genetik polimorfizmlerinin genotiplemeleri yapilmistir. Bu
¢alisma grubunun i¢inden 12 PEG hastasi, 17 PES hastasi ve 22 kontroliin akdz humor
ornegi ile 80 PEG hastasi, 81 PES hastas1 ve 80 kontroliin gézyas1 6rnegi ise clusterin
ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orani analizleri i¢in
kullanilmistir. Calisma grubunun demografik bilgileri ve bazi risk faktorlerinin
prevalanslar1 Tablo 3.1 ve 3.2°de verilmektedir. Bu ¢aligma grubunun genotip bilgileri

de dahil olmak iizere tiim bilgilerini igeren ham data Ek D’de verilmistir.

Tablo 3.1: PEG ve PES hastalart ile kontrollerin yas bilgileri.

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

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Karsilagtirma i¢in Kruskal-
Wallis Testi kullanilmistir.

P

213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol igeren ¢alisma grubu oldukga yash
bireylerden meydana gelmektedir. Yas ortalamas1 PEG hastalarinda 73.41+8.05, PES
hastalarinda 72.01+7.40 ve kontrollerde 72.06+8.30 olarak belirlenmistir ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (P=0.056) (Tablo 3.1). Cinsiyet
dagilimina bakildiginda ise PEG hastalarinda bulunan erkek birey sayis1 kontrollerden
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (P=0.005). Erkek bireyler kontrollere
kiyasla PEG hastalarinda 1.7 kat kadar daha ¢ok goriilmektedir. PEG ve PES
hastalarinda erkeklerin kadinlara orani biraz daha yiiksekken, kontrollerde daha
distiktiir. PEG hastalarinin %59.15°1, PES hastalarinin %53.57’si ve kontrollerin
%45.58’1 erkektir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2: PEG ve PES hastalar ile kontrollerde cinsiyet ve bazi risk faktorlerinin bilgileri ve risk analizi.

PEG PES Kontrol OR on OR o OR oc
n= n= n= () 0 0
(n=213) (n=214)  (n=215) (%95 CI)A (%95 CI)® (%95 CI)C
Cinsiyet
Erkek/Kadin 126/87 114/100 98/117 1.729 0.005¢ 1.361 0.111 1.270 0.220
Erkek % 59.15 53.57 4558 (L179-2536) (0.931-1.990) (0.866-1.863)
Diyabet, n (%) 54(2535) 59 (27.57) 56 (26.05) (0_625?24488) 0.869 (0_73'50_513.1657) 0.722 (0_5268_2.2372) 0.603
Hipertansiyon, n (%) 105 (49.30) 104 (48.60) 103 (47.91) (0_7;;10_?75 5 0774 (0_7340_?501) 0.886 (0_7349?503) 0.885
Kalp hastaligs, n (%) 56 (26.29)  65(30.37) 65 (30.23) (0.5268_?255) 0365 (o 62'792?520) 1000 o5ty ) 0349
. 0.203 0.201 1.005
fnme, n (%)* 3 (1.41) 3(140) 10465 goreitoe 0087 oot 0087 o egas 1000
Sigara, n (%) 30(14.08)  31(14.49) 39 (18.14) 0.740 0.254 0.764 0.306 0.968 1.000

(0.440-1.243)

(0.457-1.279)

(0.563-1.664)

2 testi kullanilmistir. *Fisher’s exact test kullanilmistir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, “PEG vs. PES. ®PEG vs. Kontrol P<0.05
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Calisma grubunda bazi risk faktorleri de incelenmistir. PEG hastalarinda diyabet
goriilme sikligr (%25.35), PES hastalar1 (%27.57) ve kontrollerde (%26.05) diyabet
gorilme sikligindan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli degildir (PEG vs.
Kontrol P=0.869, PES vs. Kontrol P=0.722, PEG vs. PES P=0.603). PEG hastalarinda
hipertansiyon hastali§i %49.30 oraninda goriiliirken, PES hastalarinda %48.60 ve
kontrollerde %47.91 oraninda goriilmektedir (PEG vs. Kontrol P=0.774, PES vs.
Kontrol P=0.886, PEG vs. PES P=0.885). PEG hastalarinda kalp hastalig1 gériilme
siklig1 (%26.29), PES hastalar1 (%30.37) ve kontrollerde (%30.23) goriilme
sikligindan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli degildir (PEG vs. Kontrol
P=0.365, PES vs. Kontrol P=1.000, PEG vs. PES P=0.349). PEG hastalarinda inme
hastalig1 prevalanst %1.41, PES hastalarinda %1.40 ve kontrollerde %4.65’tir (PEG
vs. Kontrol P=0.087, PES vs. Kontrol P=0.087, PEG vs. PES P=1.000). PEG
hastalarinin %14.08’1, PES hastalarinin %14.49°u ve kontrollerin %18.14’1 sigara
kullanmaktadir (PEG vs. Kontrol P=0.254, PES vs. Kontrol P=0.306, PEG vs. PES
P=1.000) (Tablo 3.2).

Incelenen risk faktdrlerinin PEG veya PES riski i¢in 6nemli bir etkisi olmadig
goriilmiistiir. Ancak, y? ve Fisher’s exact test ile yapilan bu analiz diger risk
faktorlerinden bagimsiz degildir; diger risk faktorleri ile birlikte degerlendirme lojistik

regresyon analizi ile yapilmis ve 3.7 numarali boliimde sunulmaktadir.

3.2 Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T

Tek Niikletit Polimorfizmlerinin Genotiplemesi
3.2.1 Clusterin rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G tek niikletit polimorfizmlerinin
genotiplemesi

Clusterin genindeki rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G polimorfizmlerinin
genotiplemesi PCR-RFLP yontemi ile ger¢eklestirilmistir (Béliim 2.2.2). Ham genotip
bilgileri Ek D’de verilmistir.

3.2.1.1 Clusterin rs11136000 C/T SNP genotiplemesi
Clusterin rs11136000 C/T SNP PCR sonuglari

Clusterin rs11136000 C/T polimorfik bolgesini iceren gen bolgesi bolim 2.2.2.1°de
anlatildigr gibi ¢ogaltilmistir. PCR iirlinleri %2’lik agaroz jelde bolim 2.2.1.4°te
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anlatildigr gibi hazirlanarak yiirttiilmistiir. Sekil 3.1 clusterin rs11136000 C/T SNP

PCR iiritinleri i¢in temsili agaroz jel elektroforez goriintiisiinii gostermektedir.

<
-

)|

300 be
250 b
200 be
150 b
100 be

50 be

D G — C— — —— —— — — 246 be

w—
g
——
——
C—
—
—
- -

.
’

Sekil 3.1: Clusterin rs11136000 C/T SNP i¢in PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii.

Ik sirada goriilen 50 bg’lik (bg: baz ¢ifti) DNA belirtecidir. Yiiklenilen drneklerin
yaklasik olarak kag¢ b¢ oldugunun anlasilmasini saglar. Diger siralardakiler ise PCR
iriinleridir. PCR iiriinlerinin olmas1 gereken boyutu 246 b¢’dir ve goriintiiye bakarak
dogru boyutta iriin elde edilip edilemedigi degerlendirilebilir. Ayrica o6rnek
kuyucuklarmin hizasinda tek bir bant olmasi da PCR isleminin diizgiin
gerceklestiginin, istenmeyen bolgelerde ¢ogalmalar olmadiginin gostergesidir. Bu
kistaslara gore tiim PCR iiriinleri incelenip yeterli kalitede olduguna karar verildikten

sonra restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim reaksiyonuna gecilmistir.

Clusterin rs11136000 C/T SNP restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim

sonuclar

Clusterin rs11136000 C/T PCR iirtinleri boliim 2.2.2.1°de anlatildig1 gibi Apol
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. Kesim tirtinleri %2.5°1ik agaroz jelde

bolim 2.2.1.4°te anlatildigr gibi hazirlanarak yiiriitilmiistiir. Sekil 3.2 clusterin
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rs11136000 C/T SNP kesim iirlinleri i¢in temsili agaroz jel elektroforez goriintiisiinii

gostermektedir.

300 be

250 be 246

200 b 3 be
150 be —131bg

100 be 115 be
50 bg

CCTTCTTTCCCT TTCTCCTT

Sekil 3.2:  Clusterin rs11136000 C/T SNP i¢in kesim iirlinlerinin %2.5’lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Her kesim iirlinii i¢in belirlenen genotipler uygun siranin
altinda belirtilmistir.

Sekil 3.2°de de gosterildigi gibi 246 bg’lik tek bant olarak gdzlenen drnekler yabanil
homozigot (CC), 131 bg ve 115 bg¢’lik iki bant olarak gozlenenler polimorfik
homozigot (TT), ¢ bant olarak gozlenenler ise heterozigot (CT) olarak
genotiplenmistir. Bu genotiplemenin dogrulugunu tespit etmek amaciyla detaylar
boliim 2.2.2.1°de anlatildig1 gibi baz1 PCR iiriinleri sekanslamaya gonderilmis ve

genotiplemenin dogrulugu kanitlanmistir.
3.2.1.2 Clusterin rs3087554 A/G SNP genotiplemesi
Clusterin rs3087554 A/G SNP PCR sonug¢lar

Clusterin rs3087554 A/G polimorfik bolgesini iceren gen bdlgesi bolim 2.2.2.2°de
anlatildig1 gibi cogaltilmistir. PCR iirlinleri %2’lik agaroz jelde bolim 2.2.1.4°te
anlatildig1 gibi hazirlanarak yiiritiilmiistiir. Sekil 3.3 clusterin rs3087554 A/G SNP
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PCR firiinleri i¢in temsili agaroz jel elektroforez goriintiisiinii géstermektedir. PCR
tiriinlerinin olmasi gereken boyutu 335 bg¢’dir ve elde edilen goriintii olmas1 gereken

buiytikliikte ve kalitededir.

— — C— —— ———— — — 335 be

2
—

Sekil 3.3:  Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in PCR diriinlerinin %2’lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii.

Clusterin rs3087554 A/G SNP icin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim

sonuclar

Clusterin 1s3087554 A/G PCR iiriinleri bolim 2.2.2.2°de anlatildign gibi Acil
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile. kesilmistir. Kesim tirtinleri %2.5’lik agaroz jelde
bolim 2.2.1.4°te anlatildigr gibi hazirlanarak yiiriitilmiistiir. Sekil 3.4 clusterin
rs3087554 A/G SNP kesim firlinleri i¢in temsili agaroz jel elektroforez goriintiisiinii

gostermektedir.

Sekil 3.4°de de gosterildigi gibi 335 bg’lik tek bant olarak gozlenen 6rnekler yabanil
homozigot (AA), 254 bg ve 81 bg’lik iki bant olarak gozlenenler polimorfik homozigot
(GG), iic bant olarak gozlenenler ise heterozigot (AG) olarak genotiplenmistir. Bu

genotiplemenin dogrulugunu tespit etmek amaciyla detaylart bolim 2.2.2.2°de
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anlatildigr gibi baz1 PCR firiinleri sekanslamaya gonderilmis ve genotiplemenin

dogrulugu kanitlanmistir.

335 bg
254 bg

—
——
v
-
—
—
—
—_——
-

81 bg

AA GG AG AA GG AG GG AA AG AA

Sekil 3.4:  Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in kesim iiriinlerinin %2.5’lik agaroz jel
elektroforez gorintiisii. Her kesim iiriinii i¢in belirlenen genotipler uygun siranin
altinda belirtilmistir.

3.2.2 Clusterin rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T tek niikletit polimorfizmlerinin
genotiplemesi

Clusterin genindeki rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T polimorfizmlerinin
genotiplemesi real-time PCR yontemi ile bolim 2.2.3’te anlatildigi gibi
gerceklestirilmistir. Ham genotip bilgileri Ek D’de verilmistir.

3.3 Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T

Tek Niikletit Polimorfizmlerinin Genotip ve Alel Frekanslari

Genel olarak tiim SNP’lerin hasta gruplarindaki genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg
dengesine uyumluyken, clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T
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SNP’lerinin kontroller i¢in genotip frekanslari Hardy-Weinberg dengesine uyumlu

degildir. Bunun olasi sebepleri tartisma boliimiinde verilmistir.

Tablo 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6 PEG ve PES hastalar1 ile kontrol bireylerinde clusterin
rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri igin

genotip ve alel frekanslarinin dagilimin1 géstermektedir.
3.3.1 Clusterin rs11136000 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Clusterin rs11136000 C/T genotip ve alel frekanslar1 Tablo 3.3 ve 3.4’°te verilmektedir.
Buna gore bu bolgedeki mindr alel olan T alel frekansi i¢in PEG ve PES hastalari ile
kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir (PEG vs.
Kontrol: 0.387 vs. 0.416, P=0.388; PES vs. Kontrol: 0.409 vs. 0.416, P=0.826; PEG
vs. PES: 0.387 vs. 0.409, P= 0.520).

Clusterin rs11136000 C/T igin riskli genotip denilebilecek TT genotipi CT ve CC
genotipleri ile (PEG vs. Kontrol: %18.31 vs. %23.26, P=0.207; PES vs. Kontrol:
%18.22 vs. %23.26, P=0.199; PEG vs. PES: %18.31 vs. %18.22, P=1.000) yada TT
ve CT genotipleri CC genotipi ile (PEG vs. Kontrol P=0.859, PES vs. Kontrol
P=0.449; PEG vs. PES, P=0.351) kiyaslandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.3).

PEG ve PES hastalar1 ile kontrollerde clusterin rs11136000 C/T genotip ve alel
frekanslar1 farklt modeller yapilip incelendiginde ve bu modellerde yas ile cinsiyete
gore ayarlama yapildiginda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yine istatistiksel olarak

anlaml bir fark goriilmemistir (Tablo 3.4).
3.3.2 Clusterin rs3087554 A/G SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Clusterin rs3087554 A/G genotip ve alel frekanslar1 Tablo 3.5 ve 3.6’da verilmektedir
Clusterin rs3087554 A/G i¢in G alelinin ve riskli genotip denilebilecek GG genotipinin
goriillme sikligr oldukga disiiktiir. G aleline ve GG genotipine toplumda az

rastlanmaktadir.

PEG ve PES hastalar ile kontrollerde G alel frekansi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriillmemistir (PEG vs. Kontrol: 0.178 vs. 0.135, P=0.080; PES vs.
Kontrol: 0.164 vs. 0.135, P=0.239; PEG vs. PES: 0.178 vs. 0.164, P=0.564) (Tablo
3.5).
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Tablo 3.3: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin rs11136000 C/T genotip ve alel frekanslarinin dagilima.

PEG PES Kontrol OR A OR OR

1 B C
Clusterin rs11136000 /T o139y (n=214)  (n=215) (%95 CI)* P (%95 CI)® P (%695 CI)C P
Genotip, n (%)
cc 87 (40.85) 78 (36.45) 86 (40.00) 0.740¢ 0,207 0.735° 0.100° 1.006? 000"
cT 87(40.85) 97(45.33) 79(36.74) (0.462-1.180) (0.460-1.176) (0.616-1.643)
0.966" ) 1.162° . 0.831° .
T 39(1831) 39(1822) 50(B2) (ogsorszn) OB  (oreririe) 0% (osearzany O
Alel frekansi
C 0.613 0.591 0.584 0.886¢ . 0.970° . 0.914¢ .
T 0.387 0.409 0416  (0.674-1.165) 038 (0739-1273) 0825 (0pos1202) 020

2 testi kullanilmustir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, °PEG vs. PES, ?Resesif model: TT vs. CT+CC, "Dominant model: TT+CT vs. CC, °T vs. C

Tablo 3.4: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin rs11136000 C/T genotip ve alel frekanslarinin farkli modellerde yas ve cinsiyete gore
ayarlanmig dagilimlart.

PEG PES Kontrol OR OR OR

. . . o A B C
Genotip modelleri  Genotip, n (%) (n=213) (n=214) (n=215) (%695 CIyA P (%695 CI)® P (%695 CI)C P
cc 87 (409%) 78 (36.5%) 86 (40%) 1.00 1.00 1.00
Codominant cT 87 (40.9%)  97(453%)  79(36.7%)  116(0.75-1.78) 042 141(091-217) 015  0.80(052-122)  0.56
T 39(183%)  39(182%)  50(233%)  0.81 (0.48-1.37) 0.89 (0.53-1.50) 0.96 (0.56-1.66)
. cc 87 (409%) 78 (36.5%) 86 (40%) 1.00 1.00 1.00
D t 0.91 0.36 0.40
ominan CT-TT 126 (59.1%) 136 (63.5%) 129 (60%)  1.02 (0.69-152) 1.20 (0.81-1.78) 0.85 (0.57-1.25)
. cccT 174 (81.7%)  175(81.8%) 165 (76.7%) 1.00 1.00 1.00
Resesif 0.25 0.23 0.75
esest T 30(183%)  39(182%)  50(233%)  0.76 (0.47-1.22) 0.75 (0.47-1.20) 1.08 (0.66-1.78)
_ ccTT 126 (59.1%) 117 (54.7%) 136 (63.3%) 1.00 1.00 1.00
Overd t 0.29 0.06 0.29
verdominan cT 87 (40.9%) 97 (453%)  79(36.7%)  1.24 (0.83-1.84) 1.46 (0.99-2.17) 0.81 (0.55-1.19)
Log-additive 093(0.72-1.20) 059 099 (0.77-1.28)  0.95  0.95(0.73-1.23) 0.6

SNPStats SNP association analysis kullanilmigtir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, “PEG vs. PES
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Tablo 3.5: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin rs3087554 A/G genotip ve alel frekanslarinin dagilimi.

. PEG PES Kontrol OR . OR . OR .
Clusterin rs3087554 AIG— (\_o13) (n=214) (n=215) (%95 CI)A P (%95 C1)® P (%95 CI)° P
Genotip, n (%)
AA 144 (67.61) 156 (72.90) 163 (75.81) 1.1847 0,765 2.069 0.146° 0.572¢ 0,245
AG 62 (29.11) 46 (21.50) 46 (21.40)  (0.391-3.582) (0.762-5.619) (0.221-1.482)
1.5020 0.050° 1,165 0,489 1.289b 02300
GG 7(3.29) 12 (5.61) 6279 (09832205 (0.755-1.799) - (0.850-1.954) -
Alel frekans:
A 0.822 0.836 0.865 1.393¢ . 1.254¢ . 1.111° .
G 0.178 0.164 0135  (0.960-2019) 908 (0geo-1.828) 023 (07771585 064

2 testi kullamlmustir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, ©PEG vs. PES, GG vs. AG+AA, "GG+AG vs. AA, ‘G vs. A

Tablo 3.6: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin rs3087554 A/G genotip ve alel frekanslarinin farkli modellerde yas ve cinsiyete gore
ayarlanmig dagilimlart.

PEG PES Kontrol OR R OR 5 OR

. . - R
Genotip modelleri  Genotip, n (%) (n=213) (n=214) (n=215) (%695 CIyA (%695 CI)® P (%695 CI)C P
AA 144 (67.6%) 156 (72.9%) 163 (75.8%) 1.00 1.00 1.00
Codominant AG 62(20.1%) 46 (2L5%) 46 (214%)  152(0.972.38) 0.6 1.03(0.65-1.65) 036  143(0.92223) 0.7
GG 7 (3.3%) 12 (5.6%) 6 (2.8%) 1.56 (0.50-4.83) 2,05 (0.75-5.64) 0.67 (0.25-1.75)
_ AA 144 (67.6%) 156 (72.9%) 163 (75.8%) 1.00 1.00 1.00
D t 0.05 0.52 0.25
ominan AG-GG 60 (324%)  58(27.1%)  52(242%)  1.52(0.99-2.34) 1.15 (0.74-1.78) 1.28 (0.84-1.94)
. AA-AG 206 (96.7%) 202 (94.4%) 209 (97.2%) 1.00 1.00 1.00
Resesif 0.56 0.15 0.30
esest GG 7 (3.3%) 12 (5.6%) 6 (2.8%) 1.40 (0.45-4.31) 2,04 (0.75-5.58) 0.61 (0.23-1.59)
_ AA-GG 151 (70.9%) 168 (785%) 169 (78.6%) 1.00 1.00 1.00
Overd t 0.08 0.99 0.09
verdominan AG 62(29.1%) 46 (215%) 46 (214%)  1.49 (0.96-2.33) 1.00 (0.63-1.59) 1.46 (0.94-2.28)
Log-additive 141(0.982.05) 007 120(085171) 030  1.10(0.78-155 058

SNPStats SNP association analysis kullanilmigtir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, “PEG vs. PES
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Clusterin rs3087554 A/G igin riskli genotip denilebilecek GG genotipi AG ve AA
genotipleri ile kiyaslandiginda da (PEG vs. Kontrol: %3.29 vs. %2.79, P=0.765; PES
vs. Kontrol: %5.61 vs. %2.79, P=0.146; PEG vs. PES: %3.29 vs. %5.61, P=0.245),
GG ve AG genotipleri AA genotipi ile kiyaslandiginda da (PEG vs. Kontrol P=0.059,
PES vs. Kontrol P=0.489, PEG vs. PES P=0.232) gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 3.5).

PEG ve PES hastalar1 ile kontrollerde clusterin rs3087554 A/G genotip ve alel
frekanslar1 farkli modeller yapilip incelendiginde ve bu modellerde yas ile cinsiyete
gore ayarlama yapildiginda hasta ve kontrol gruplari arasinda yine istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.6).
3.3.3 Clusterin rs1532278 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslar1

Clusterin rs1532278 C/T genotip ve alel frekanslar1 Tablo 3.7 ve 3.8’de verilmektedir.
Bu bolgede T alel frekansi icin PEG ve PES hastalar1 ile kontroller arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (PEG vs. Kontrol: 0.387 vs. 0.414,
P=0.427; PES vs. Kontrol: 0.404 vs. 0.414, P=0.772; PEG vs. PES: 0.387 vs. 0.404,
P=0.614).

Clusterin rs1532278 C/T igin riskli genotip denilebilecek TT genotipi CT ve CC
genotipleri ile (PEG vs. Kontrol: %18.31 vs. %22.79, P=0.251; PES vs. Kontrol:
%17.76 vs. %22.79, P=0.195; PEG vs. PES: %18.31 vs. %17.76, P=0.882), TT ve CT
genotipleri de CC genotipi ile (PEG vs. Kontrol P=0.859, PES vs. Kontrol P=0.511,
PEG vs. PES P=0.405) kiyaslandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemistir (Tablo 3.7).

PEG ve PES hastalar1 ile kontrollerde clusterin rs1532278 C/T genotip ve alel
frekanslar1 farkli modeller yapilip incelendiginde ve bu modellerde yas ile cinsiyete
gore ayarlama yapildiginda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yine istatistiksel olarak

anlaml bir fark goriilmemistir (Tablo 3.8).
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Tablo 3.7: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin rs1532278 C/T genotip ve alel frekanslarinin dagilimai.

: PEG PES Kontrol OR . OR . OR .
Clusterinrs1S32278 CIT- (, 513)  (n=214)  (n=215) (%95 CI)A P (%95 CI)® P (%95 CI)° P
Genoatip, n (%)
cc 87 (40.85) 79(36.92) 86 (40.00) 0.759¢ 0.251% 0.731¢ 0.105¢ 1.038? 0.882°
CT 87 (40.85) 97 (45.33) 80 (37.21) (0.474-1.216) (0.455-1.175) (0.634-1.700)
0.966" 0,850 1.139P 05110 0.848" 0,405
T 39(18.31) 38(17.76)  49(22.79)  (0g56-1.421) - (0.772-1.681) (0.574-1.251)
Alel frekansi
Cc 0.613 0.596 0.586 0.895¢ . 0.960° . 0.932¢ .
T 0.387 0.404 0414  (0681-1.177) °*" 7321261 °77%  (0708-1206) OO

2 testi kullanilmustir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, °PEG vs. PES, ?Resesif model: TT vs. CT+CC, "Dominant model: TT+CT vs. CC, °T vs. C

Tablo 3.8: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin rs1532278 C/T genotip ve alel frekanslarinin farkli modellerde yas ve cinsiyete gore

ayarlanmig dagilimlart.

: : . PEG PES Kontrol OR OR OR
0, A B C
Genotip modelleri  Genotip, n (%) (n=213) (n=214) (n=215) (%695 CIYA (%695 CI)® (%695 CI)C P
cc 87 (409%) 79 (36.9%) 86 (40%) 1.00 1.00 1.00
Codominant cT 87 (40.9%) 97 (453%)  80(37.2%)  1.14(0.74-1.75) 051 1.36(0.89-2.10)  0.18  0.81(0.53-124) 056
T 39(18.3%)  38(17.8%) 49 (228%)  0.83 (0.49-1.41) 0.88 (0.52-1.48) 1.01 (0.58-1.74)
. cc 87 (40.9%) 79 (36.9%) 86 (40%) 1.00 1.00 1.00
D t 0.91 0.42 0.47
ominan CT-TT 126 (59.1%)  135(63.1%)  129(60%)  1.02 (0.69-152) 1.18 (0.79-1.74) 0.86 (0.58-1.28)
. cccT 174 (8L7%) 176 (82.2%) 166 (77.2%) 1.00 1.00 1.00
Resesif 0.32 0.23 0.65
esest T 30(183%)  38(17.8%) 49 (228%)  0.78 (0.49-1.26) 0.75 (0.46-1.20) 1.12 (0.68-1.86)
_ ccTT 126 (59.1%) 117 (54.7%) 135 (62.8%) 1.00 1.00 1.00
Overd t 0.34 0.07 0.28
verdominan cT 87 (40.9%) 97 (453%) 80 (37.2%)  1.21(0.81-1.79) 1.43 (0.97-2.11) 0.81 (0.55-1.19)
Log-additive 094 (0.73-1.22) 064 098(0.76-1.27) 091  0.97 (0.74-1.26)  0.80

SNPStats SNP association analysis kullanilmigtir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, “PEG vs. PES
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3.3.4 Clusterin rs2279590 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

Clusterin 1s2279590 C/T genotip ve alel frekanslar1 Tablo 3.9 ve 3.10’da
verilmektedir. Bu bolgede T alel frekansi i¢in PEG ve PES hastalari ile kontroller
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (PEG vs. Kontrol: 0.394 vs.
0.416, P=0.514; PES vs. Kontrol: 0.421 vs. 0.416, P=1.000; PEG vs. PES: 0.394 vs.
0.421, P=0.436).

Clusterin 12279590 C/T i¢in riskli genotip denilebilecek TT genotipi CT ve CC
genotipleri ile (PEG vs. Kontrol: %19.25 vs. %22.79, P=0.369; PES vs. Kontrol:
%18.69 vs. %22.79, P=0.295; PEG vs. PES: %19.25 vs. %18.69, P=0.883), TT ve CT
genotipleri de CC genotipi ile (PEG vs. Kontrol P=0.859, PES vs. Kontrol P=0.288,
PEG vs. PES P=0.216) kiyaslandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemistir (Tablo 3.9).

PEG ve PES hastalart ile kontrollerde clusterin rs2279590 C/T genotip ve alel
frekanslar farkli modeller yapilip incelendiginde ve bu modellerde yas ile cinsiyete
gore ayarlama yapildiginda, overdominant modelde CT genotipi diger genotiplere

kiyasla PES hastalarinda kontrollerden istatistiksel olarak anlamli derecede ¢ok

goriilmektedir (P=0.049) (Tablo 3.10).

3.3.5 Clusterin polimorfizmlerinin ikili, iiclii ve dortlii olarak birlestirilmis

haplotiplerinin dagilim

Incelenen clusterin polimorfizmlerinin ikili olarak birlestirilmis haplotiplerinin
dagilimi Tablo 3.11°de verilmistir. Clusterin rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G
SNP’lerinin ikili olarak birlestirilmis CCAG genotipi, PEG hastalarinda PES
hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede fazla goriilmektedir (P=0.034).
Clusterin rs3087554 A/G ve rs1532278 C/T SNP’lerinin ikili olarak birlestirilmis
AGCC genotipi (P=0.034) ile rs3087554 A/G ve rs2279590 C/T SNP’lerinin AGCC
genotipi de (P=0.046), PEG hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel olarak anlamli

derecede fazla goriilmektedir.
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Tablo 3.9: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin rs2279590 C/T genotip ve alel frekanslarinin dagilimai.

. PEG PES Kontrol OR . OR . OR B
Clusterin rs2279590 CIT (513, (n=214) (n=215) (%95 CI) P (%95 CI)® P (%95 CI)° P
Genotip, n (%)
cc 86(40.38) 74 (34.58) 85 (39.53) 0.808¢ 0.369° 0.779 0.205¢ 1.0372 0.883"
CT 86 (40.38) 100 (46.73) 81 (37.67) (0.507-1.287) (0.487-1.244) (0.639-1.682)
0.966" 0.850° 1.237b 0,288 0.781° 02160
T 41(19.25)  40(18.69)  49(22.79)  (gg5p.1422) - (0.835-1.832) - (0.527-1.156) -
Alel frekansi
Cc 0.606 0.579 0.584 0.913¢ . 1.018° . 0.897¢ .
T 0.394 0.421 0416 (069512000 %% (07761335 1000 (ega1179) 0436

2 testi kullanilmustir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, °PEG vs. PES, ?Resesif model: TT vs. CT+CC, "Dominant model: TT+CT vs. CC, °T vs. C

Tablo 3.10: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin rs2279590 C/T genotip ve alel frekanslarinin farkli modellerde yas ve cinsiyete gore

ayarlanmig dagilimlart.

: : . PEG PES Kontrol OR OR OR
0, A B C
Genotip modelleri  Genotip, n (%) (n=213) (n=214) (n=215) (%695 CIYA P (%695 CI)® (%695 CI)C P
cc 86 (40.4%) 74 (34.6%) 85 (39.5%) 1.00 1.00 1.00
Codominant cT 86 (40.4%) 100 (46.7%)  81(37.7%)  110(0.71-1.69) 071 147 (0.95-226) 0.140 074 (0.48-114) 0.3
T 41(192%)  40(187%)  49(22.8%)  0.88 (0.52-148) 0.98 (0.58-1.66) 0.96 (0.56-1.66)
. cc 86 (404%) 74 (34.6%) 85 (39.5%) 1.00 1.00 1.00
D t 0.94 0.220 0.27
ominan CT-TT 127 (59.6%) 140 (654%) 130 (605%)  1.02 (0.69-150) 1.28 (0.86-1.91) 0.80 (0.54-1.19)
. cccT 172 (80.8%) 174 (81.3%) 166 (77.2%) 1.00 1.00 1.00
Resesif 0.47 0.360 0.62
esest T 41(19.2%)  40(187%) 49 (22.8%)  0.84 (0.52-135) 0.80 (0.50-1.29) 1.13 (0.69-1.86)
_ ccTT 127 (59.6%) 114 (533%) 134 (62.3%) 1.00 1.00 1.00
Overd t 0.50 0.049 0.14
verdominan cT 86 (40.4%) 100 (46.7%)  81(37.7%)  1.15(0.77-1.70) 1.48 (1.00-2.18) 0.75 (0.51-1.10)
Log-additive 096 (0.74-1.23) 074 104 (0.80-135) 0.760  0.94 (0.72-1.22)  0.64

SNPStats SNP association analysis kullanilmigtir. APEG vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, “PEG vs. PES
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Tablo 3.11: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin polimorfizmlerinin ikili olarak birlestirilmis haplotiplerinin dagilima.

ikili olarak birlestirilmis PEG PES Kontrol A A B B c c
haplotipler, n (%) (n=213) (n=214) (n=215) OR P OR P OR P
Clusterin rs11136000 C/T ve
rs3087554 A/G
CCAA 43 (20.19) 44 (20.56) 49 (22.79) 0.857 0.512 0.877 0.575 0.977 1.000
CCAG 37 (17.37) 22 (10.28) 31 (14.42) 1.248 0.404 0.680 0.193 1.835 0.034
CCGG 7 (3.29) 12 (5.61) 6 (2.79) 1.184 0.765 2.069 0.146 0.572 0.245
CTAA 62 (29.11) 73 (34.11) 65 (30.23) 0.948 0.799 1.195 0.390 0.793 0.266
CTAG 25 (11.74) 24 (11.21) 14 (6.51) 1.909 0.060 1.814 0.086 1.053 0.866
TTAA 39 (18.31) 39 (18.22) 49 (22.79) 0.759 0.251 0.755 0.242 1.006 1.000
Clusterin rs11136000 C/T ve
rs1532278 C/IT
CCcccC 87 (40.85) 78 (36.45) 86 (40.00) 1.036 0.859 0.860 0.449 1.204 0.351
CTCT 87 (40.85) 96 (44.86) 79 (36.74) 1.189 0.384 1.401 0.087 0.849 0.402
TTCT 0 1(0.47) 1(0.47) - 1.000 1.005 1.000* - 1.000
TTTT 39 (18.31) 38 (17.76) 49 (22.79) 0.759 0.251 0.731 0.195 1.038 0.882
Clusterin rs11136000 C/T ve
rs2279590 C/T
CCcCC 86 (40.38) 73 (34.11) 85 (39.53) 1.036 0.859 0.792 0.244 1.308 0.181
CCCT 1(0.47) 5(2.34) 1(0.47) 1.009 1.000* 5.120 0.122* 0.215 0.197*
CTCT 85 (39.91) 94 (43.93) 77 (35.81) 1.190 0.383 1.404 0.086 0.848 0.400
CTTT 2 (0.94) 2 (0.93) 2 (0.93) 1.009 1.000* 1.005 1.000* 1.005 1.000*
TTCT 0 1(0.47) 3 (1.40) - 1.000 0.332 0.623* - 1.000
TTTT 39 (18.31) 38 (17.76) 47 (21.86) 0.801 0.359 0.772 0.286 1.038 0.882

2 testi kullamlmigtir. PEG ve PES hastalar ile kontrollerde bulunmayan haplotipler tablodan gikarilmistir. *Fisher’s exact test kullamlmistir. APEG vs. Kontrol, BPES

vs. Kontrol, °PEG vs. PES.

91



Tablo 3.11 (devami1): PEG ve PES hastalar1 ile kontrollerde clusterin polimorfizmlerinin ikili olarak birlestirilmis haplotiplerinin dagilimi.

ikili olarak birlestirilmis PEG PES Kontrol A A B B c c
haplotipler, n (%) (n=213) (n=214) (n=215) OR P OR P OR p
Clusterin rs3087554 A/G ve
rs1532278 C/T
AACC 43 (20.19) 45 (21.03) 49 (22.79) 0.857 0.512 0.902 0.659 0.950 0.830
AACT 62 (29.11) 73 (34.11) 66 (30.70) 0.927 0.719 1.169 0.450 0.793 0.266
AATT 39 (18.31) 38 (17.76) 48 (22.33) 0.780 0.302 0.751 0.237 1.038 0.882
AGCC 37 (17.37) 22 (10.28) 31 (14.42) 1.248 0.404 0.680 0.193 1.835 0.034
AGCT 25 (11.74) 24 (11.21) 14 (6.51) 1.909 0.060 1.814 0.086 1.053 0.866
GGCC 7(3.29) 12 (5.61) 6 (2.79) 1.184 0.765 2.069 0.146 0.572 0.245
Clusterin rs3087554 A/G ve
rs2279590 C/T
AACC 43 (20.19) 40 (18.69) 49 (22.79) 0.857 0.512 0.779 0.295 1.100 0.696
AACT 61 (28.64) 76 (35.51) 66 (30.70) 0.906 0.641 1.243 0.289 0.729 0.128
AATT 40 (18.78) 40 (18.69) 48 (22.33) 0.804 0.364 0.800 0.351 1.006 1.000
AGCC 36 (16.90) 22 (10.28) 30 (13.95) 1.254 0.398 0.707 0.244 1.775 0.046
AGCT 25 (11.74)  24(11.21) 15 (6.98) 1.773 0.091 1.684 0.127 1.053 0.866
AGTT 1(0.47) 0 1(0.47) 1.009 1.000* - 1.000 - 1.000
GGCC 7(3.29) 12 (5.61) 6 (2.79) 1.184 0.765 2.069 0.146 0.572 0.245
Clusterin rs1532278 C/T ve
rs2279590 C/T
CCCC 86 (40.38) 74 (34.58) 85 (39.53) 1.036 0.859 0.808 0.288 1.281 0.216
CcCcCT 1(0.47) 5 (2.34) 1(0.47) 1.009 1.000* 5.120 0.122* 0.215 0.197*
CTCT 85 (39.91) 95 (44.39) 78 (36.28) 1.166 0.440 1.402 0.087 0.832 0.348
CTTT 2(0.94) 2(0.93) 2(0.93) 1.009 1.000* 1.005 1.000* 1.005 1.000*
TTTT 39 (18.31) 38 (17.76) 47 (21.86) 0.801 0.359 0.772 0.286 1.038 0.882

y? testi kullanilmigtir. PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunmayan haplotipler tablodan ¢ikarilmigtir. *Fisher’s exact test kullanilmistir. APEG vs. Kontrol, BPES
vs. Kontrol, °PEG vs. PES.
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Incelenen clusterin polimorfizmlerinin ii¢lii olarak birlestirilmis haplotiplerinin
dagilimi Tablo 3.12°de verilmistir. Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G ve
rs1532278 C/T SNP’leri (P=0.034) ile rs11136000 C/T, rs3087554 A/G ve rs2279590
C/T SNP’lerinin (P=0.046) ficlii olarak birlestirilmis CCAGCC genotipi, PEG
hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede fazla
goriilmektedir. Clusterin 1s3087554 A/G, rs1532278 C/T ve 1s2279590 C/T
SNP’lerinin t¢lii olarak birlestirilmis AGCCCC genotipi de (P=0.046), PEG
hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede fazla

goriilmektedir.

Incelenen clusterin polimorfizmlerinin dortlii olarak birlestirilmis haplotiplerinin
dagilimi Tablo 3.13’te verilmistir. Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G,
rs1532278 C/T ve 12279590 C/T SNP’lerinin dortlii olarak birlestirilmis
CCAGCCCC genotipi, PEG hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel olarak anlamli
derecede fazla goriilmektedir (P=0.046).

3.4 Akoz Humor Orneklerinde Analizler

Ak6z humor 6rneklerinde total protein konsantrasyonu Bradford Assay kullanilarak
belirlenirken, clusterin konsantrasyonu ELISA ile belirlenmistir. Elde edilen clusterin
ve total protein konsantrasyonlari ile total protein i¢indeki clusterin orant Ek D’de
verilmistir. Bu ¢alismada 12 PEG hastasi, 17 PES hastas1 ve 22 kontrol olmak iizere

toplam 51 ak6z humor 6rneginin analizleri yapilmistir.

3.4.1 Akoz humor orneklerinde clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total

protein icindeki clusterin orani

Ak6z humor orneklerinde clusterin konsantrasyonu ve total protein konsantrasyonu
kiyaslandiginda PEG hastalarinda, PES hastalarina ve kontrollere kiyasla istatistiksel
olarak anlamli seviyede daha yliksek degerler goriilmiistiir (Tablo 3.14).
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Tablo 3.12: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin polimorfizmlerinin {iglii olarak birlestirilmis haplotiplerinin dagilimi.

Uclii olarak birlestirilmis

PEG

PES

Kontrol

A B C
haplotipler, n (%) (n=213) (n=214) (n=215) OR* P OR® P OR® P
Clusterin rs11136000 C/T,
rs3087554 A/G ve rs1532278 C/T
CCAACC 43 (20.19) 44 (20.56) 49 (22.79) 0.857 0.512 0.877 0.575 0.977 1.000
CCAGCC 37 (17.37) 22(10.28) 31 (14.42) 1.248 0.404 0.680 0.193 1.835 0.034
CCGGCC 7(3.29) 12(5.61) 6(2.79) 1.184 0.765 2.069 0.146 0.572 0.245
CTAACT 62 (29.11) 72(33.64) 65 (30.23) 0.948 0.799 1.170 0.448 0.810 0.312
CTAGCT 25(11.74) 24(11.21) 14(6.51) 1.909 0.060 1.814 0.086 1.053 0.866
TTAACT 0 1(0.47) 1(0.47) - 1.000 1.005 1.000* - 1.000
TTAATT 39 (18.31) 38(17.76) 48 (22.33) 0.780 0.302 0.751 0.237 1.038 0.882
Clusterin rs11136000 C/T,
rs3087554 A/G ve rs2279590 C/T
CCAACC 43 (20.19) 39(18.22) 49 (22.79) 0.857 0.512 0.755 0.242 1.135 0.607
CCAGCC 36 (16.90) 22 (10.28) 30 (13.95) 1.254 0.398 0.707 0.244 1.775 0.046
CCAGCT 1(0.47) 0 1(0.47) 1.009 1.000* - 1.000 - 1.000
CCGGCC 7(3.29) 12(5.61) 6(2.79) 1.184 0.765 2.069 0.146 0.572 0.245
CTAACT 61 (28.64) 70(32.71) 63 (29.30) 0.968 0.880 1.173 0.445 0.826 0.362
CTAATT 1(0.47) 2(0.93) 2(0.93) 0.502 1.000* 1.005 1.000* 0.500 1.000*
CTAGCT 24 (11.27) 24(11.21) 14(6.51) 1.823 0.084 1.814 0.086 1.005 1.000
TTAACT 0 1(0.47) 3(1.40) - 1.000 0.332 0.623* - 1.000
TTAATT 39 (18.31) 38(17.76) 46 (21.40) 0.823 0.424 0.793 0.342 1.038 0.882

¥ testi kullanilmigtir. PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunmayan haplotipler tablodan ¢ikarilmustir. *Fisher’s exact test kullanilmigtir. PEG
vs. Kontrol, BPES vs. Kontrol, °PEG vs. PES.
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Tablo 3.12 (devami): PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin polimorfizmlerinin iiglii olarak birlestirilmis haplotiplerinin dagilima.

Uclii olarak birlestirilmis PEG PES Kontrol " B c
: haplotipler, n (%0) (n=213) (n=214) (n=215) OR* P OR® P OR® P
Clusterin rs11136000 C/T,
rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T

Cccccce 86 (40.38) 73(34.11) 85(39.53) 1.036 0.859 0.792 0.244 1.308 0.181
CCCCCT 1(0.47) 5(2.34) 1(0.47) 1.009 1.000* 5.120 0.122* 0.197 0.215*
CTCTCT 85(39.91) 94 (43.93) 77(35.81) 1.190 0.383 1.404 0.086 0.848 0.400
CTCTTT 2 (0.94) 2(0.93) 2(0.93) 1.009 1.000* 1.005 1.000* 1.005 1.000*
TTCTCT 0 1(0.47) 1(0.47) - 1.000 1.005 1.000* - 1.000
TTTTTT 39 (18.31) 38(17.76) 47 (21.86) 0.801 0.359 0.772 0.286 1.038 0.882

Clusterin rs3087554 A/G,

rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T

AACCCC 43 (20.19) 40 (18.69) 49 (22.79) 0.857 0.512 0.779 0.295 1.100 0.696
AACTCT 61 (28.64) 71(33.18) 64 (29.77) 0.947 0.797 1.171 0.447 0.808 0.310
AACTTT 1(0.47) 2(0.93) 2(0.93) 0.502 1.000* 1.005 1.000* 0.500 1.000*
AATTTT 39 (18.31) 38(17.76) 46 (21.40) 0.823 0.424 0.793 0.342 1.038 0.882
AGCCCC 36 (16.90) 22 (10.28) 30 (13.95) 1.254 0.398 0.707 0.244 1.775 0.046
AGCCCT 1(0.47) 0 1(0.47) 1.009 1.000* - 1.000 - 1.000
AGCTCT 24 (11.27) 24 (11.21) 14(6.51) 1.823 0.084 1.814 0.086 1.005 1.000
GGCCCC 7(329) 12(5.61) 6(2.79 1.184 0.765 2.069 0.146 0.572 0.245

x? testi kullanilmistir. PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunmayan haplotipler tablodan ¢ikarilmustir. *Fisher’s exact test kullanilmigtir. *PEG vs.
Kontrol, BPES vs. Kontrol, °PEG vs. PES.
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Tablo 3.13: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde clusterin polimorfizmlerinin dortlii olarak birlestirilmis haplotiplerinin dagilimi.

Dortlii olarak birlestirilmis PEG PES Kontrol A A B B c c
haplotipler, n (%) (=213) (n=214) (n=215) % P OR P OR P

Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554

A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T
CCAACCCC 43 (20.19) 39(18.22) 49 (22.79) 0.857 0.512 0.755 0.242 1.135 0.607
CCAGCCCC 36 (16.90) 22(10.28) 30 (13.95) 1.254 0.398 0.707 0.244 1.775 0.046
CCAGCCCT 1(0.47) 0 1(0.47) 1.009 1.000* - 1.000 - 1.000
CCGGCcCcCC 7 (3.29) 12 (5.61) 6(2.79) 1.184 0.765 2.069 0.146 0.572 0.245
CTAACTCT 61 (28.64) 70 (32.71) 63 (29.30) 0.968 0.880 1.173 0.445 0.826 0.362
CTAACTTT 1(0.47) 2 (0.93) 2 (0.93) 0.502 1.000* 1.005 1.000* 0.500 1.000*
CTAGCTCT 24 (11.27) 24(11.21) 14(6.51) 1.823 0.084 1.814 0.086 1.005 1.000
TTAACTCT 0 1(0.47) 1(0.47) - 1.000 1.005 1.000* - 1.000
TTAATTTT 39 (18.31) 38(17.76) 46 (21.40) 0.823 0.424 0.793 0.342 1.038 0.882

2 testi kullanilmigtir. PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunmayan haplotipler tablodan ¢ikarilmistir. *Fisher’s exact test kullanilmistir. APEG vs.

Kontrol, BPES vs. Kontrol, “PEG vs. PES.
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Tablo 3.14:PEG ve PES hastalar1 ile kontrol akdz humor o6rneklerinde clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani.

Akéz humor PEG PES KONTROL P
(n=12) (n=17) (n=22)
lusterin

Eolrjé:ntras onu 0.690+ 0.4602P 0.286+ 0.320°¢ 0.341+0.392 0.005*
Y (0.171-1.499,8.77)  (0.006-1.287, 214.50)  (0.020-1.661, 83.05) :

(ng/mL)

Total protein

kgnzaﬁtrzlse onu 359.75+ 148.20%¢ 249.92+ 193.38f 192.40+95.58 0.004*
Y (175.80-590.40, 3.36)  (78.42-726.50, 9.26)  (80.30-472.40, 5.88) :

(ng/mL)

Total protein

icindeki clusterin 0.197£0.122 0.120+ 0.088 0.178+0.176 0.222

orant (%) (0.080-0.454, 5.68) (0.003-0.299, 99.67) (0.023-0.762, 33.13)
Sonuglar ortalamatstandart sapma (minimum-maksimum, degisim kati) olarak verilmistir. Karsilastirmalar i¢in Kruskal-
Wallis Testi kullanilmustir. *Ikili gruplar arasi karsilastirma Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmustir.

3PEG vs. PES P=0.002, "PEG vs. Kontrol P=0.004, “PES vs. Kontrol P=0.631

9PEG vs. PES P=0.004, °PEG vs. Kontrol P=0.001, PES vs. Kontrol P=0.701

Ortalama clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda 0.690+0.460 pg/mL, PES
hastalarinda 0.286+0.320 pg/mL ve kontrollerde 0.341+£0.392 pg/mL’dir ve bu ii¢
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P=0.005). Ortalama
clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.002) ve kontrollere
(P=0.004) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.14). En
yiiksek ortalama clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda goriiliirken, en diisiik

ortalama clusterin konsantrasyonu PES hastalarinda goriilmistir (Sekil 3.5).

Ak6z humor Orneklerinde clusterin konsantrasyonu bireyler arasinda varyasyon
gostermektedir. PEG hastalarinda minimum clusterin konsantrasyonu 0.171 pg/mL ve
maksimum clusterin konsantrasyonu 1.499 pg/mL’dir ve bireyler arasinda 8.77 katlik
bir degisim gozlemlenmektedir. Clusterin konsantrasyonu agisindan en diisiik
varyasyon PEG hastalarinda goriiliirken, en biiyiik varyasyon 214.50 kat ile PES
hastalarinda goriilmiistiir (aralik: 0.006-1.287 pg/mL). Kontrollerde ise 83.05 katlik
bir varyasyon vardir (aralik: 0.020-1.661 pg/mL) (Tablo 3.14).

Ortalama total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda 359.75+148.20 pg/mL, PES
hastalarinda 249.92+193.38 pg/mL ve kontrollerde 192.40+95.58 ng/mL’dir ve bu tli¢
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P=0.004). Ortalama
total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda PES hastalarmma (P=0.004) ve
kontrollere (P=0.001) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo
3.14). En yiiksek ortalama total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda goriiliirken,

en diisiik ortalama total protein konsantrasyonu kontrollerde goriilmiistiir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5: PEG ve PES hastalari ile kontrol akéz humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
icindeki clusterin orani.
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Ak6z humor 6rneklerinde total protein konsantrasyonu da bireyler arasinda varyasyon
gostermektedir. Total protein konsantrasyonu agisindan en az varyasyon 3.36 kat ile
PEG hastalarinda (aralik: 175.80-590.40 ug/mL), en biiyiik varyasyon ise 9.26 kat ile
PES hastalarinda (aralik: 78.42-726.50 pg/mL) goriilmiistiir. Kontrollerde ise 5.88
katlik bir varyasyon goriilmiistiir (aralik: 80.30-472.40 ng/mL) (Tablo 3.14).

Ortalama total protein igindeki clusterin oran1 PEG hastalarinda %0.197+0.122, PES
hastalarinda %0.12040.088 ve kontrollerde %0.178+0.176°d1r. Total protein i¢cindeki

clusterin oran1 agisindan ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur

(P=0.222) (Tablo 3.14) (Sekil 3.5).

Ak6z humor 6rneklerinde total protein igindeki clusterin orani da bireyler arasinda
varyasyon gostermektedir. Total protein icindeki clusterin orani agisindan en az
varyasyon 5.68 kat ile PEG hastalarinda (aralik: %0.080-0.454), en biiyiik varyasyon
ise 99.67 kat ile PES hastalarinda (aralik: %0.003-0.299) gortilmustiir. Kontrollerde
ise 33.13 katlik bir varyasyon goriilmiistiir (aralik: %0.023-0.762) (Tablo 3.14).

Genel olarak en diisiik varyasyonlar PEG hastalarinda goriiliirken, en biiyiik
varyasyonlar PES hastalarinda goriilmistiir. Bu durumda PEG hastalarinin protein
degerleri acisindan PES hastalarina ve kontrollere kiyasla daha diisiik varyasyon

gosterdigi soylenebilir.

3.4.2 Akoz humor orneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein icindeki clusterin oram iizerine baz risk

faktorlerinin etkilerinin degerlendirilmesi

Ako6z humor 6rneklerinde yas, cinsiyet, diyabet, hipertansiyon, kalp hastalig1 ve sigara
kullaniminin clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
i¢indeki clusterin orani tizerine etkileri PEG ve PES hastalari ile kontroller arasinda ve

tiim ak6z humor 6rneklerinde incelenmistir.
3.4.2.1 Yasin etkisi

Calisma grubu 54-69 yas arasi ile 70 yas ve lstii olmak iizere iki gruba ayrilmistir. Bu
sekilde yasin clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki

clusterin oranina etkisi daha iyi gézlemlenebilmistir.

Tablo 3.15’te de goriildiigii gibi 54-69 yas arasi bireylerdeki ortalama clusterin
konsantrasyonu (0.364+0.331 ug/mL), total protein konsantrasyonu (254.14+195.39
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ng/mL) ve total protein i¢indeki clusterin orani (%0.161+£0.117) ile 70 yas ve iistii
bireylerdeki ortalama clusterin konsantrasyonu (0.422+0.445 pg/mL), total protein
konsantrasyonu (249.62+142.89 ng/mL) ve total protein igindeki clusterin orani

(%0.164+0.151) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Tablo 3.15: Farkli yas gruplarinin akéz humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu,
total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

54-69 yas aras1 70 yas ve iistii

Akoz humor (n=15) (n=36) P
Clusterin konsantrasyonu (pg/mL) 0.364+0.331 0.422+0.445 0.934
Total protein konsantrasyonu (pg/mL) 254.14+195.39  249.62+142.89  0.549

Total protein i¢indeki clusterin oran1 (%) 0.161+0.117 0.164+0.151 0.764
Sonuglar ortalamasstandart sapma olarak verilmistir. Kargilagtirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmigtir.

Farkl1 yas gruplarindaki PEG ve PES hastalari ile kontroller arasinda clusterin ve total
protein konsantrasyonu ile total protein i¢cindeki clusterin orani da incelenmistir (Tablo
3.16). 54-69 yas arasi bireylerde ortalama clusterin konsantrasyonu agisindan fark
goriilmezken (PEG i¢in 0.473+£0.219 pg/mL, PES i¢in 0.396+0.458 pg/mL, kontrol
i¢in 0.291+0.182 pg/mL, P=0.778), 70 yas ve iistii bireylerde {i¢ grup arasinda anlamli
bir fark bulunmustur (PEG igin 0.734+0.491 pg/mL, PES i¢in 0.209+0.163 pg/mL,
kontrol i¢in 0.360+0.450 ng/mL, P=0.009). Ortalama clusterin konsantrasyonu 70 yas
ve listii PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.003) ve kontrollere (P=0.007) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.16).

54-69 yas arasi bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu ac¢isindan fark
goriilmezken (PEG i¢in 354.70+113.56 pg/mL, PES i¢in 322.45+252.53 nug/mL,
kontrol i¢in 140.92+42.82 ug/mL, P=0.171), 70 yas ve istii bireylerde ii¢ grup
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (PEG i¢in 360.77£159.39 pg/mL, PES icin
199.15+£130.44 pg/mL, kontrol i¢in 211.71+£103.54 ng/mL, P=0.011). Ortalama total
protein konsantrasyonu 70 yas ve listii PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.024) ve
kontrollere (P=0.021) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo
3.16).
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Tablo 3.16: Farkli yas gruplarinin akéz humor 6rneklerinde PEG ve PES hastalari ile kontroller igin clusterin konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani.

54-69 yas arasi 70 yas ve listii
. (n=15) (n=36)
Akdz humor PEG PES KONTROL o PEG PES KONTROL o
(n=2) (n=7) (n=6) (n=10) (n=10) (n=16)

Clusterin konsantrasyonu

(ng/mL)
Total protein
konsantrasyonu (pg/mL)

0.473+0.219 0.396+0.458 0.291+0.182  0.778* 0.734+0.4912° 0.209+0.163°¢ 0.360+0.450  0.009%~

354.70£113.56 322.45+252.53  140.92442.82  0.171¢ | 360.77+159.39%  199.15+130.44" 211.71£103.54 0.011~Y

Total protein i¢cindeki

. 0.130+0.020 0.116+0.109 0.225+0.126  0.243% 0.211+0.131 0.124+0.076 0.160+0.192 0.1628
clusterin orani (%)

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. AKarsilagtirma igin One-Way ANOVA kullanilmustir. BKargilagtirma igin Kruskal-Wallis Testi kullanilmgtir. “Karsilagtirma igin Welch’s ANOVA kullanilmistir.
*Ikili grup karsilastirmalari Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmustir. YIkili grup karsilastirmalart i¢in Bonferroni Post Hoc Test kullanilmustir.

3PEG vs. PES P=0.003, "PEG vs. Kontrol P=0.007, °PES vs. Kontrol P=0.538

9PEG vs. PES P=0.024, °PEG vs. Kontrol P=0.021, 'PES vs. Kontrol P=1.000
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54-69 yas arasi bireylerde (PEG i¢in %0.130+0.020, PES i¢in %0.116+0.109, kontrol
icin %0.225+0.126, P=0.243) veya 70 yas ve iistii bireylerde (PEG i¢in %0.211+0.131,
PES i¢in %0.124+0.076, kontrol i¢in %0.160+0.192, P=0.162) ortalama total protein
icindeki clusterin orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir

(Tablo 3.16).
3.4.2.2 Cinsiyetin etkisi

Erkek ve kadin bireylerin akdéz humor Orneklerinde clusterin ve total protein
konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orani degerleri Tablo 3.17°de
Ozetlenmistir. Buna gore erkek ve kadin bireyler arasinda clusterin ve total protein
konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 3.17).

Tablo 3.17:Erkek ve kadin bireylerin akdéz humor o&rneklerinde clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Ako6z humor ;Enl;l;eSk) gi(;l?,l; P

Clusterin konsantrasyonu (pg/mL) 0.421+0.437 0.396+0.405 0.813
Total protein konsantrasyonu (pg/mL) 292.21+£190.34  228.45+135.33  0.365
Total protein i¢indeki clusterin orani (%) 0.150+0.111 0.171+0.156 0.618*

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Kargilagtirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmigtir.
*Karsilastirma igin Independent Samples T-test kullanilmustir.

Farkli cinsiyet gruplarindaki PEG ve PES hastalar1 ile kontroller arasinda clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani
da incelenmistir (Tablo 3.18). Erkek (PEG ig¢in 0.749+0.596 pg/mL, PES i¢in
0.205+0.220 pg/mL, kontrol i¢in 0.329+0.208 pg/mL, P=0.165) ve kadin bireylerde
(PEG i¢in 0.632+0.320 pg/mL, PES i¢in 0.343+0.376 npg/mL, kontrol i¢in
0.345+0.437 upg/mL, P=0.056) ortalama clusterin konsantrasyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.18).

Erkek (PEG i¢in 404.94+178.34 pg/mL, PES i¢in 280.81+219.09 ng/mL, kontrol igin
172.87£71.59 pg/mL, P=0.050) ve kadin bireylerde (PEG i¢in 314.57£107.76 ng/mL,
PES i¢in 228.30+£182.27 pg/mL, kontrol igin 198.15+102.74 pg/mL, P=0.053)
ortalama total protein konsantrasyonu acgisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (Tablo 3.18).
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Tablo 3.18: Erkek ve kadin bireylerin ak6z humor 6rneklerinde PEG ve PES hastalari ile kontroller igin clusterin konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Erkek Kadin
. (n=18) (n=33)
Akdz humor PEG PES KONTROL o PEG PES KONTROL o
(n=6) (n=7) (n=5) (n=6) (n=10) (n=17)
8;7:23)” konsantrasyonu 0.749+0.596 0.205£0.220 032940208  0.165° | 0.632+0320  0.343+0376  0.345:0.437  0.056

Total protein
konsantrasyonu (pg/mL)
Total protein i¢indeki
clusterin orani (%)

404.94+178.34 280.81£219.09  172.87+71.59  0.050* | 314.57+107.76 228.30+182.27 198.15+102.74 0.053

0.160+0.081 0.088+0.083 0.223+0.143 0.122 0.235+0.152 0.143+0.088 0.164+0.187 0.279

Sonuglar ortalama=standart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis Testi kullanilmistir. AKarsilagtirma icin Welch’s ANOVA kullanilmuistir.
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Erkek (PEG i¢in %0.160+0.081, PES i¢in %0.088+0.083, kontrol i¢in %0.223+0.143,
P=0.122) ve kadin bireylerde (PEG ig¢in %0.235+0.152, PES i¢in %0.143+0.088,
kontrol i¢in %0.164+0.187, P=0.279) ortalama total protein i¢indeki clusterin orani

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.18).
3.4.2.3 Diyabetin etkisi

Clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani
diyabet hastasi olan (diyabet +) ve diyabet hastasi olmayan (diyabet —) bireylerin akéz
humor 6rneklerinde kiyaslanmis ve hepsinin diyabet + bireylerde diyabet — bireylere
gore daha yliksek oldugu goriilmiistiir (Tablo 3.19). Diyabet + bireylerdeki clusterin
konsantrasyonu (P=0.025) ve total protein igindeki clusterin oran1 (P=0.042), diyabet

— bireylere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir.

Tablo 3.19: Diyabet hastasi olan (diyabet +) ve diyabet hastasi olmayan (diyabet —)
bireylerin akdz humor orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

.. Diyabet + Diyabet —
Ako6z humor (n=11) (n=40) P
Clusterin konsantrasyonu (pg/mL) 0.713+0.573 0.320+0.316 0.025
Total protein konsantrasyonu (pg/mL) 308.91+212.17  235.01+138.86  0.252

Total protein igindeki clusterin orani (%) 0.267+0.216 0.135+0.098 0.042

Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmistir.

PEG ve PES hastalar ile kontrollerde bulunan diyabet + ve diyabet — bireylerdeki
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani da
incelenmistir (Tablo 3.20). Diyabet + bireylerde ortalama clusterin konsantrasyonu
acisindan fark goriilmezken (PEG i¢in 1.086+0.380 ug/mL, PES i¢in 0.449+0.572
ug/mL, kontrol i¢in 0.697+0.660 pg/mL, P=0.384), diyabet — bireylerde ii¢ grup
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (PEG ic¢in 0.559+0.421 pg/mL, PES icin
0.236+0.208 png/mL, kontrol i¢in 0.262+0.276 pg/mL, P=0.018). Ortalama clusterin
konsantrasyonu diyabet — PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.008) ve kontrollere
(P=0.008) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.20).
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Tablo 3.20: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunan diyabet hastasi olan (diyabet +) ve diyabet hastasi olmayan (diyabet —) bireylerin ak6z
humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Diyabet + Diyabet —
Akéz h (n=11) (n=40)
0z fiumor PEG PES KONTROL o PEG PES KONTROL o
(n=3) (n=4) (n=4) (n=9) (n=13) (n=18)
8;?;3{'; konsantrasyonu | nec.0380 044940572 0.69740.660  0.384A |  0.559+0.42120 0.236£0208° 026240276  0.018*
Total protein B de f .
349.53+176.88 412.674295.96 174.69+39.82 0.246% | 363.16+149.41%  199.85+128.14" 196.34+104.48 0.008
konsantrasyonu (pg/mL)
Total protein igindeki 0331£0.108  0.104+0.101  0.382+0.283  0.160~ |  0.153+0.094 0.125+0.087  0.13240.111  0.564

clusterin orani (%)
Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Diyabet — bireylerdeki tiim karsilastirmalar igin Kruskal-Wallis Testi kullanilmgtir. AKarsilastirmalar i¢in One-Way ANOVA kullanilmustir.
BKarsilastirmalar icin Welch’s ANOVA kullanilmistir. *ikili karsilastirmalar Conover formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmistir,

3PEG vs. PES P=0.008, PPEG vs. Kontrol P=0.008, °PES vs. Kontrol P=0.872

4PEG vs. PES P=0.003, ®PEG vs. Kontrol P=0.004, fPES vs. Kontrol P=0.743

105



Diyabet + bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu ac¢isindan fark
goriilmezken (PEG icin 349.53+176.88 ng/mL, PES i¢in 412.67£295.96 pg/mL,
kontrol i¢in 174.69+39.82 ng/mL, P=0.246), diyabet — bireylerde {i¢ grup arasinda
anlamli bir fark bulunmustur (PEG i¢in 363.16£149.41 pg/mL, PES igin
199.85+128.14 pug/mL, kontrol i¢in 196.34+104.48 ug/mL, P=0.008). Ortalama total
protein konsantrasyonu diyabet — PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.003) ve
kontrollere (P=0.004) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo
3.20).

Diyabet + (PEG igin 9%0.331+0.108, PES i¢in %0.104+£0.101, kontrol igin
%0.382+0.283, P=0.160) ve diyabet — bireylerde (PEG igin %0.153+0.094, PES i¢in
%0.12540.087, kontrol i¢in %0.132+0.111, P=0.564) ortalama total protein i¢indeki
clusterin orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo

3.20).
3.4.2.4 Hipertansiyonun etkisi

Hipertansiyon hastas1 (hipertansiyon +) ve normal tansiyonlu (hipertansiyon -)
bireylerin akdz humor 6rneklerinde clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total
protein igindeki clusterin orani kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (Tablo 3.21).

Tablo 3.21: Hipertansiyon hastas1 (hipertansiyon +) ve normal tansiyonlu
(hipertansiyon —) bireylerin ak6z humor &rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total
protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Hipertansiyon +  Hipertansiyon —

Akoz humor (n=29) (n=22) P

Clusterin konsantrasyonu (png/mL) 0.425+0.482 0.379+0.307 0.939
Total protein konsantrasyonu (ug/mL) 257.11+164.75 242.83+152.25 0.482
Total protein igindeki clusterin orani (%) 0.163+0.158 0.163+0.118 0.761

Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmigtir.

Hipertansiyon — bireylerde ortalama clusterin konsantrasyonu agisindan fark
goriilmezken (PEG i¢in 0.708+0.154 pg/mL, PES i¢in 0.315+0.234 pg/mL, kontrol
icin 0.3354+0.341 pg/mL, P=0.119), hipertansiyon + bireylerde {i¢ grup arasinda
anlamli bir fark bulunmustur (PEG i¢in 0.685+0.534 ng/mL, PES icin 0.260+0.394
ug/mL, kontrol igin 0.347+0.454 ng/mL, P=0.013) (Tablo 3.22).
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Tablo 3.22: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunan hipertansiyon hastasi (hipertansiyon +) ve normal tansiyonlu (hipertansiyon —) bireylerin
akoz humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢cindeki clusterin orani.

Hipertansiyon +

Hipertansiyon —

Akéz humor (n=29) (n=22)

zhu PEG PES KONTROL p PEG PES KONTROL b

(n=9) (n=9) (n=11) (n=3) (n=8) (n=11)

Clusterin konsantrasyonu 0.685+0.53420 0.260+0.394¢ 0.347+0.454  0.013* | 0.708+0.154 0.315+0.234 0.335+£0.341  0.119
(ng/mL)
Total protein 346.21+£135.67%  258.48+237.34"  183.10+£55.11  0.014* | 400.40+209.45 240.30+144.58 201.70+126.32 0.148
konsantrasyonu (pg/mL)
Total protein igindeki 0.192+0.131 0.093+0.070 0.197+0.214  0.228 | 0.214+0.116  0.151+0.100  0.158+0.137  0.824

clusterin orani (%)

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis Testi kullanilmustir. *ikili karsilastirmalar Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmistir.

3PEG vs. PES P=0.002, PPEG vs. Kontrol P=0.041, °PES vs. Kontrol P=0.173
4PEG vs. PES P=0.008, ¢PEG vs. Kontrol P=0.005, fPES vs. Kontrol P=0.957
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Ortalama clusterin konsantrasyonu hipertansiyon + PEG hastalarinda PES hastalarina
(P=0.002) ve kontrollere (P=0.041) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.22).

Hipertansiyon — bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu agisindan fark
goriilmezken (PEG icin 400.40+209.45 ng/mL, PES i¢in 240.30+144.58 pg/mL,
kontrol i¢in 201.70+£126.32 pg/mL, P=0.148), hipertansiyon + bireylerde ii¢ grup
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (PEG i¢in 346.21£135.67 pg/mL, PES igin
258.48+237.34 pg/mL, kontrol igin 183.10+55.11 ug/mL, P=0.014). Ortalama total
protein konsantrasyonu hipertansiyon + PEG hastalarinda PES hastalaria (P=0.008)
ve kontrollere (P=0.005) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo
3.22).

Hipertansiyon + (PEG i¢in %0.192+0.131, PES i¢in %0.093+0.070, kontrol i¢in
%0.197+0.214, P=0.228) ve hipertansiyon — bireylerde (PEG i¢in %0.214+0.116, PES
icin %0.151+0.100, kontrol i¢in %0.158+0.137, P=0.824) ortalama total protein
icindeki clusterin orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir

(Tablo 3.22).
3.4.2.5 Kalp hastali@inin etkisi

Clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orani kalp
hastalig1 olan (kalp +) ve kalp hastalif1 olmayan (kalp —) bireylerin ak6z humor
orneklerinde kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir (Tablo 3.23).

Tablo 3.23:Kalp hastalig1 olan (kalp +) ve kalp hastaligi olmayan (kalp —) bireylerin

akoz humor orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve
total protein igindeki clusterin orani.

Akoz humor l:ﬂi'%; gazlg 4; P

Clusterin konsantrasyonu (pug/mL) 0.326+0.376 0.445+0.429 0.353
Total protein konsantrasyonu (pug/mL) 234.04+143.18 259.41+£166.43  0.719
Total protein igindeki clusterin orani (%) 0.075+0.098 0.182+0.156 0.272

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar igin Mann-Whitney Testi kullanilmstir.

PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunan kalp + ve kalp — bireylerdeki clusterin
ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orami da

incelenmistir (Tablo 3.24).
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Tablo 3.24: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunan kalp hastaligi olan (kalp +) ve kalp hastalig1 olmayan (kalp —) bireylerin ak6z humor
orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Kalp + Kalp —
Akoz h (n=17) (n=34)
oz umor PEG PES KONTROL o PEG PES KONTROL o
(n=4) (n=6) (n=7) (n=8) (n=11) (n=15)
Clusterin konsantrasyonu 072440596  0.218+0218  0.190+0.143  0.316" | 0.674+0424 032340369 041240453  0.061F

(ng/mL)

(TOtZ'nFir)OtEi” konsantrasyonu  43576+164.56 181.26+58.24  164.02+51.62 0.056* | 321.75+134.00 287.38+231.88 205.64+109.41 0.1118
[U¥es

Totalg;%teini@ndeki clusterin (148+0.087  0.115£0.094  0.122+0.119  0.663% | 0.222+0.135  0.124+0.089  0.204+0.196  0.316°
orani 0

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. AKarsilastirmalar i¢in Welch’s ANOVA kullamilmistir. BKarsilagtirmalar i¢in Kruskal-Wallis Testi kullamlmgtir. *Karsilagtirmalar i¢in
One-Way ANOVA kullanilmigtir.
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Kalp + (PEG i¢in 0.724+0.596 ug/mL, PES i¢in 0.218+0.218 pug/mL, kontrol igin
0.190+0.143 pg/mL, P=0.316) ve kalp — bireylerde (PEG igin 0.674+0.424 ug/mL,
PES i¢in 0.323+0.369 pg/mL, kontrol igin 0.4124+0.453 pg/mL, P=0.061) ortalama
clusterin konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir

(Tablo 3.24).

Kalp + (PEG i¢in 435.76+164.56 png/mL, PES i¢in 181.26+58.24 pg/mL, kontrol i¢in
164.02+£51.62 ug/mL, P=0.056) ve kalp — bireylerde (PEG i¢in 321.75+134.00 pg/mL,
PES i¢in 287.384231.88 pg/mL, kontrol i¢in 205.64£109.41 pg/mL, P=0.111)
ortalama total protein konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (Tablo 3.24).

Kalp + (PEG i¢in %0.148+0.087, PES i¢in %0.115+0.094, kontrol i¢in %0.122+0.119,
P=0.663) ve kalp — bireylerde (PEG igin %0.222+0.135, PES ig¢in %0.124+0.089,
kontrol igin %0.204+0.196, P=0.316) ortalama total protein i¢indeki clusterin orani

acisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (Tablo 3.24).
3.4.2.6 Sigaranin etkisi

Clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani
sigara kullanan (sigara +) ve sigara kullanmayan (sigara —) bireylerin akéz humor
orneklerinde kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (Tablo 3.25).

Tablo 3.25: Sigara kullanan (sigara +) ve sigara kullanmayan (sigara —) bireylerin akoz
humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total
protein i¢indeki clusterin orani.

Sigara + Sigara —

AKko6z humor (n=5) (n=46) P

Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 0.224+0.237 0.425+0.424 0.270
Total protein konsantrasyonu (ug/mL) 192.57+81.87 257.30+£163.54  0.507
Total protein igindeki clusterin orani (%) 0.106+0.096 0.169+0.144 0.284

Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmigtir.

Sigara + ve sigara — PEG ve PES hastalari ile kontroller arasinda clusterin ve total
protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani da incelenmistir (Tablo
3.26). Sigara + birey sayisi olduk¢a diisiiktiir ve bu grupta PEG hastast birey

bulunmamaktadir.

110



Tablo 3.26: PEG ve PES hastalar1 ile kontrollerde bulunan sigara kullanan (sigara +) ve sigara kullanmayan (sigara —) bireylerin akéz humor
orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Sigara + Sigara —
. (n=5) (n=46)
Akéz h
0z umor PEG PES KONTROL o PEG PES KONTROL o
(n=0) (n=3) (n=2) (n=12) (n=14) (n=20)
Clusterin konsantrasyonu - 0313£0.282  0.091£0.086  0.400 | 0.690+0.460b 0.280+£0.337°  0.366+0.403  0.007*
(ng/mL)
Total protein konsantrasyonu - 188.68£81.00 198.41+116.52 0.800 | 359.75+148.20%  263.05£209.68" 191.80+£96.84 0.004*
(ng/mL)
Total g;%teini@indeki clusterin - 0.150+0.104  0.040+0.020  0.400 0.197+0.122 0.114+0.087 0.191£0.179  0.204
orani 0

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Sigara + bireylerdeki karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilirken, sigara — bireylerdeki karsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis
Testi kullanilmistir. *Ikili karsilastirmalar Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmustir.

3PEG vs. PES P=0.002, PPEG vs. Kontrol P=0.009, °PES vs. Kontrol P=0.373

4PEG vs. PES P=0.006, ®PEG vs. Kontrol P=0.001, fPES vs. Kontrol P=0.623
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Ortalama clusterin konsantrasyonu sigara + bireylerde PES hastalar1 ile kontroller
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermemistir (PES i¢in 0.313+0.282
ug/mL, kontrol igin 0.091+£0.086 pg/mL, P=0.400). Sigara — bireylerde ise ii¢ grup
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (PEG i¢in 0.690+0.460 ug/mL, PES icin
0.280+0.337 png/mL, kontrol i¢in 0.366+0.403 pg/mL, P=0.007). Ortalama clusterin
konsantrasyonu sigara — PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.002) ve kontrollere
(P=0.009) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.26).

Ortalama total protein konsantrasyonu sigara + bireylerdeki PES hastalar1 ile
kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermemistir (PES igin
188.68+81.00 pg/mL, kontrol igin 198.41+116.52 pg/mL, P=0.800). Sigara —
bireylerde ise ii¢ grup arasinda anlamli bir fark bulunmustur (PEG i¢in 359.75+148.20
ug/mL, PES i¢in 263.05+209.68 ug/mL, kontrol i¢in 191.80+96.84 ng/mL, P=0.004).
Ortalama total protein konsantrasyonu sigara — PEG hastalarinda PES hastalarina
(P=0.006) ve kontrollere (P=0.001) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.26).

Sigara + (PES i¢in %0.150+0.104, kontrol i¢in %0.040+0.020, P=0.400) ve sigara —
bireylerde (PEG i¢in %0.197+0.122, PES i¢in %0.114+0.087, kontrol i¢in
%0.191+0.179, P=0.204) ortalama total protein igindeki clusterin orani agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.26).

3.4.3 Akéoz humor orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein icindeki clusterin orani ile clusterin

polimorfizmleri arasindaki iliski

PEG ve PES hastalar ile kontrol akéz humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu,
total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orant kiyaslamasi
sonuglar1 3.4.1 kisminda agiklanmistir. Bu kisimda ise clusterin rs11136000 C/T,
rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve 152279590 C/T genotiplerine gore PEG ve PES
hastalar1 ile kontrol akéz humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin oran1 kiyaslamasi yapilmistir. Tiim
veriler daha aciklayici olmasi agisindan hem tablo hem de grafik seklinde sunulmustur

(Tablo 3.27 ve 3.28; Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10 ve 3.11).
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Tablo 3.27: Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’lerinin genotiplerine gére PEG ve PES hastalar1 ile kontrol akoz

humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani karsilastirmasi.

Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T (EES) (rFflS?) Tﬁfg‘;‘;' P
Clusterin konsantrasyonu (ng/mL) 0.690=+ 0.460%° 0.286+ 0.320° 0.341+0.392 0.005*
CC (PEG n=5, PES n=5, Kontrol n=7) 0.879+0.4444¢ 0.304+0.300° 0.251+0.161 0.031¢*
CT (PEG n=4, PES n=8, Kontrol n=10) 0.664+0.580 0.146+0.098 0.227+0.248 0.056°¢
TT (PEG n=3, PES n=4, Kontrol n=5) 0.411+0.244 0.543+0.514 0.696+0.652 0.769~
P (CC-CT-TT) 0.415% 0.3028 0.188¢
Total protein konsantrasyonu (ng/mL) 359.75+ 148.209" 249.92+ 193.38' 192.404£95.58 0.004¢*
CC (PEG n=5, PES n=5, Kontrol n=7) 439.00+£135.410k 212.14+117.52' 204.91+£57.10 0.003AY
CT (PEG n=4, PES n=8, Kontrol n=10) 313.21+166.85 243.88+202.18 168.70+113.57 0.114°
TT (PEG n=3, PES n=4, Kontrol n=5) 289.73+£122.38 309.25+£280.16 222.30+106.09 0.479¢
P (CC-CT-TT) 0.3147 0.728¢ 0.178¢
Total protein icindeki clusterin orani (%) 0.197+0.122 0.120+ 0.088 0.178+0.176 0.222¢
CC (PEG n=5, PES n=5, Kontrol n=7) 0.216+0.147 0.116+0.084 0.148+0.134 0.390¢
CT (PEG n=4, PES n=8, Kontrol n=10) 0.207+0.122 0.090+0.078 0.136+0.128 0.249¢
TT (PEG n=3, PES n=4, Kontrol n=5) 0.155+0.116 0.186+0.098 0.303+0.271 0.5437
P (CC-CT-TT) 0.811~ 0.209% 0.289¢

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. “Kargilagtirmalar i¢in One-Way ANOVA kullamilmistir. BKargilagtirmalar igin Welch’s ANOVA kullanilmigtir. *Kargilagtirmalar i¢in Kruskal-Wallis Testi
kullanilmugtir. *ikili gruplar arasi karsilagtirma Conover formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmustir. Yikili gruplar aras1 karsilastirma Bonferroni Post Hoc Test ile yapilmistir.

3PEG vs. PES P=0.002, "PEG vs. Kontrol P=0.004, °PES vs. Kontrol P=0.631
9PEG vs. PES P=0.012, °PEG vs. Kontrol P=0.012, 'PES vs. Kontrol P=0.823
9PEG vs. PES P=0.004, "PEG vs. Kontrol P=0.001, 'PES vs. Kontrol P=0.701
IPEG vs. PES P=0.011, “PEG vs. Kontrol P=0.005, 'PES vs. Kontrol P=1.000
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Tablo 3.28: Clusterin rs3087554 A/G SNP genotiplerine gore PEG ve PES hastalari ile kontrol ak6z humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu,
total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin oran1 karsilastirmasi.

Clusterin rs3087554 A/G (E'ff;) (55157) '?32;;‘)" P
Clusterin konsantrasyonu (ng/mL) 0.690+0.460*° 0.286+0.320° 0.341+0.392 0.005¢*
AA (PEG n=8, PES n=13, Kontrol n=18) 0.660+0.513 0.290+0.348 0.387+0.421 0.058¢
AG (PEG n=4, PES n=4, Kontrol n=3) 0.752+0.3944¢ 0.273+0.247" 0.128+0.076 0.044PY
GG (PEG n=0, PES n=0, Kontrol n=1) - - - -
P (AA-AG-GG) 0.761* 0.7858 0.3078
Total protein konsantrasyonu (ng/mL) 359.75+148.209" 249.92+193.38! 192.40+95.58 0.004¢
AA (PEG n=8, PES n=13, Kontrol n=18) 334.33+£155.320k 274.22+213.76 187.59+102.49 0.026%~
AG (PEG n=4, PES n=4, Kontrol n=3) 410.60+£138.10™" 170.95+76.22° 225.74+68.36 0.027P7
GG (PEG n=0, PES n=0, Kontrol n=1) - - - -
P (AA-AG-GG) 0.4274 0.624® 0.3078
Total protein icindeki clusterin oram (%) 0.197+0.122 0.120+0.088 0.178+0.176 0.222¢
AA (PEG n=8, PES n=13, Kontrol n=18) 0.193+0.107 0.113+0.091 0.203+0.185 0.226°
AG (PEG n=4, PES n=4, Kontrol n=3) 0.207+0.168 0.144+0.085 0.053+0.024 0.275°
GG (PEG n=0, PES n=0, Kontrol n=1) - - - -
P (AA-AG-GG) 0.858% 0.566* 0.1258

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. “Karsilastirmalar i¢in Independent Samples T-test kullanilmistir. BKarsilagtirmalar igin Mann-Whitney Testi kullanilmustir.
CKarsilastirmalar igin Kruskal-Wallis Testi kullanilmistir. °Karsilastirmalar igin One-Way ANOV A kullamilmustir. *Ikili gruplar arasi karsilastirma Conover formiiliine (Conover, 1980) gore
yapilmistir. YIkili gruplar arasi karsilagtirma LSD (Least Significant Difference) Post Hoc Test ile yapilmustir. “Ikili gruplar aras1 karsilagtirma Bonferroni Post Hoc Test ile yapilmistir.

3PEG vs. PES P=0.002, "PEG vs. Kontrol P=0.004, °PES vs. Kontrol P=0.631

PEG vs. PES P=0.046, °PEG vs. Kontrol P=0.022, 'PES vs. Kontrol P=0.528

9PEG vs. PES P=0.004, "PEG vs. Kontrol P=0.001, 'PES vs. Kontrol P=0.701

JPEG vs. PES P=0.048, “PEG vs. Kontrol P=0.006, 'PES vs. Kontrol P=0.392

MPEG vs. PES P=0.032, "PEG vs. Kontrol P=0.137, °PES vs. Kontrol P=1.000
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Tablo 3.27 ve 3.28°de rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590
C/T SNP’leri igin tablo halinde sunulmus olan veriler ayn1 zamanda tiim SNP’ler bir
arada olacak sekilde clusterin konsantrasyonu i¢in Sekil 3.6 ve 3.7°de, total protein
konsantrasyonu icin Sekil 3.8 ve 3.9°da ve total protein i¢indeki clusterin orani igin ise

Sekil 3.10 ve 3.11°de grafik halinde sunulmustur.

Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotiplerine gére PEG
ve PES hastalar1 ile kontrollerin akéz humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu,
total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani kiyaslanmis ve ii¢
SNP i¢in de tiim akéz humor Orneklerinde ayni birey i¢in ayni genotipler elde
edilmistir. Bu sebeple elde edilen sonuglar birebir aynidir. Tiim yorumlar 3 SNP i¢in

de ortaktir.

Tablo 3.27°de de goriildiigii gibi CC genotipli bireylerin akéz humor 6rneklerindeki
clusterin konsantrasyonu PEG ve PES hastalar1 ile kontroller arasinda anlamli
derecede farklidir (P=0.031). Ortalama clusterin konsantrasyonu CC genotipli PEG
hastalarinda CC genotipli PES hastalarina (P=0.012) ve kontrollere (P=0.012) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Sekil 3.6 ve 3.7). Aymi sekilde CC
genotipli bireylerin akdz humor 6rneklerindeki total protein konsantrasyonu da PEG
ve PES hastalari ile kontroller arasinda anlamli derecede farklidir (P=0.003). Ortalama
total protein konsantrasyonu CC genotipli PEG hastalarinda CC genotipli PES
hastalarina (P=0.011) ve kontrollere (P=0.005) kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksektir (Sekil 3.8 ve 3.9).

Clusterin rs3087554 A/G SNP genotiplerine gore PEG ve PES hastalari ile kontrol
akoz humor orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve
total protein i¢cindeki clusterin orani kiyaslanmistir. Tablo 3.28°de de goriildiigii gibi
AG genotipli bireylerin akéz humor 6rneklerindeki clusterin konsantrasyonu PEG ve
PES hastalari ile kontroller arasinda anlamli derecede farklidir (P=0.044). Ortalama
clusterin konsantrasyonu AG genotipli PEG hastalarinda AG genotipli PES hastalarina
(P=0.046) ve kontrollere (P=0.022) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Sekil 3.6 ve 3.7). Ayni sekilde clusterin rs3087554 A/G i¢in AG genotipli
bireylerin akéz humor 6rneklerindeki total protein konsantrasyonu da PEG ve PES
hastalar1 ile kontroller arasinda anlamli derecede farklidir (P=0.027). Ortalama total

protein konsantrasyonu AG genotipli PEG hastalarinda AG genotipli PES hastalarina
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kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (P=0.032). AA genotipli
bireylerin akdz humor 6rneklerindeki total protein konsantrasyonu da PEG ve PES
hastalar1 ile kontroller arasinda anlamli derecede farklidir (P=0.026). Ortalama total
protein konsantrasyonu AA genotipli PEG hastalarinda AA genotipli PES hastalarina
(P=0.048) ve kontrollere (P=0.006) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.28) (Sekil 3.8 ve 3.9).

Clusterin konsantrasyonu, clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590
C/T SNP’leri i¢in CC ve CT genotipli bireylerde PEG hastalarinda PES hastalarina ve
kontrollere kiyasla daha yiiksekken, TT genotipli bireylerde ise kontrollerde PEG ve
PES hastalarina kiyasla daha yiiksektir. Clusterin rs3087554 A/G SNP igin ise
clusterin konsantrasyonu AA ve AG genotipli bireylerde PEG hastalarinda PES
hastalarina ve kontrollere kiyasla daha yiiksektir (Sekil 3.6).

Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri igin clusterin
konsantrasyonu PEG hastalarinda en yiiksek CC genotipli bireylerde goriiliirken, PES
hastalarinda ve kontrollerde TT genotipli bireylerde goriilmiistiir (Sekil 3.7). Ortalama
clusterin konsantrasyonu CC genotipli PEG hastalarinda CC genotipli PES hastalarina
(P=0.012) ve kontrollere (P=0.012) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.27) (Sekil 3.6). Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in ise clusterin
konsantrasyonu PEG hastalarinda en yiiksek AG genotipli bireylerde goriiliirken, PES
hastalarinda ve kontrollerde AA genotipli bireylerde goriilmiistiir (Sekil 3.7). Ortalama
clusterin konsantrasyonu AG genotipli PEG hastalarinda AG genotipli PES hastalarina
(P=0.046) ve kontrollere (P=0.022) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.28) (Sekil 3.6).

Total protein konsantrasyonu, clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590
C/T SNP’leri igin CC ve CT genotipli bireylerde PEG hastalarinda PES hastalarina ve
kontrollere kiyasla daha yiiksekken, TT genotipli bireylerde ise PES hastalarinda PEG
hastalarina ve kontrollere kiyasla daha yiiksektir. Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in
ise total protein konsantrasyonu AA ve AG genotipli bireylerde PEG hastalarinda PES
hastalarina ve kontrollere kiyasla daha yiiksektir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.6:  Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotiplerine gére PEG ve PES hastalari ile kontrol akoz
humor 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu. *PEG-PES-Kontrol P=0.031, PEG vs. PES P=0.012, PEG vs. Kontrol P=0.012 **PEG-PES-Kontrol
P=0.044, PEG vs. PES P=0.046, PEG vs. Kontrol P=0.022
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Sekil 3.7:  PEG ve PES hastalar1 ile kontrol akoz humor 6rneklerinde clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590
C/T genotiplerine gore clusterin konsantrasyonu.
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Sekil 3.8:  Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotiplerine gére PEG ve PES hastalari ile kontrol akoz
humor 6rneklerinde total protein konsantrasyonu. *PEG-PES-Kontrol P=0.003, PEG vs. PES P=0.011, PEG vs. Kontrol P=0.005 **PEG-PES-
Kontrol P=0.026, PEG vs. PES P=0.048, PEG vs. Kontrol P=0.006 ***PEG-PES-Kontrol P=0.027, PEG vs. PES P=0.032
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Sekil 3.9: PEG ve PES hastalari ile kontrol akéz humor 6rneklerinde clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590
C/T genotiplerine gore total protein konsantrasyonu.
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Sekil 3.10: Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotiplerine gore PEG ve PES hastalar1 ile kontrol
akoz humor 6rneklerinde total protein igindeki clusterin orani.
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Sekil 3.11: PEG ve PES hastalar1 ile kontrol ak6z humor 6rneklerinde clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve 1rs2279590
C/T genotiplerine gore total protein i¢cindeki clusterin orani.
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Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri igin total
protein konsantrasyonu PEG hastalarinda en yiiksek CC genotipli bireylerde
goriliirken, PES hastalarinda ve kontrollerde TT genotipli bireylerde goriilmiistiir
(Sekil 3.9). Ortalama total protein konsantrasyonu CC genotipli PEG hastalarinda CC
genotipli PES hastalarina (P=0.011) ve kontrollere (P=0.005) kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.27) (Sekil 3.8). Clusterin rs3087554 A/G
SNP i¢in ise total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda en yiiksek AG genotipli
bireylerde goriiliirken, PES hastalarinda ve kontrollerde AA genotipli bireylerde
goriilmiistiir (Sekil 3.9). Ortalama total protein konsantrasyonu AG genotipli PEG
hastalarinda AG genotipli PES hastalarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 derecede
yiiksektir (P=0.032). AA genotipli PEG hastalarinda bulunan total protein
konsantrasyonu ise AA genotipli PES hastalarina (P=0.048) ve kontrollere (P=0.006)
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.28) (Sekil 3.8).

Total protein i¢indeki clusterin orani, clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve
1s2279590 C/T SNP’leri icin CC ve CT genotipli bireylerde PEG hastalarinda PES
hastalarina ve kontrollere kiyasla daha yiiksekken, TT genotipli bireylerde ise
kontrollerde PEG ve PES hastalarina kiyasla daha yiiksektir. Clusterin rs3087554 A/G
SNP i¢in ise total protein i¢indeki clusterin oran1 AA ve AG genotipli bireylerde PEG
hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla daha yiiksektir (Sekil 3.10).

Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri i¢in total
protein igindeki clusterin oran1 PEG hastalarinda en yiiksek CC genotipli bireylerde
goriiliirken, PES hastalarinda ve kontrollerde TT genotipli bireylerde goriilmiistiir.
Clusterin rs3087554 A/G SNP ig¢in ise total protein i¢indeki clusterin orant PEG ve
PES hastalarinda en yiiksek AG genotipli bireylerde goriiliirken, kontrollerde AA
genotipli bireylerde goriilmustiir (Sekil 3.11).

3.4.4 Akoz humor 6rnekleri popiilasyonu icin korelasyon analizi

Ak6z humor Orneklerinde belirlenen clusterin  konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani, clusterin polimorfizmleri ve
baz1 risk faktorlerinin birbirleri ile korelasyonu PEG hastalari, PES hastalar1 ve

kontrollerde ayr1 ayr1 analiz edilmistir (Tablo 3.29, 3.30 ve 3.31).
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Ak6z humor clusterin konsantrasyonu ile total protein konsantrasyonu arasinda PEG
hastalarinda (r=0.598, P=0.040), PES hastalarinda (r=0.614, P=0.009) ve kontrollerde
(r=0.443, P=0.039) korelasyon goriilmektedir. Ayni sekilde clusterin konsantrasyonu
ile total protein igindeki clusterin orami arasinda da PEG hastalarinda (r=0.685,
P=0.014), PES hastalarinda (r=0.582, P=0.014) ve kontrollerde (r=0.863, P=0.000)
pozitif korelasyon vardir. Clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve
total protein i¢indeki clusterin orani ile incelenen clusterin polimorfizmleri arasinda

korelasyon goriilmemistir (Tablo 3.29, 3.30 ve 3.31).

Total protein igindeki clusterin orani ile diyabet arasinda PEG hastalarinda (r=0.658,
P=0.020) ve kontrollerde (r=0.558, P=0.007) korelasyon bulunmustur (Tablo 3.29 ve
3.31). Kontrollerin clusterin konsantrasyonu da diyabet ile pozitif korelasyon
gostermektedir (r=0.438, P=0.041) (Tablo 3.31).

Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotipleri ile rs3087554
A/G genotipleri arasinda PEG hastalarinda (r=0.737, P=0.006) ve kontrollerde (r=—
0.426, P=0.048) negatif korelasyon goriilmektedir (Tablo 3.29 ve 3.31). Clusterin
rs11136000 C/T genotipleri ile clusterin rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotipleri

ise PEG ve PES hastalari ile kontrollerde birbirleriyle pozitif korelasyon gostermistir
(r=1.000, P=0.000) (Tablo 3.25, 3.26 ve 3.27).

3.5 Gozyasi Orneklerinde Analizler

Gozyas1 Orneklerinde total protein konsantrasyonu Bradford Assay kullanilarak
belirlenirken, clusterin konsantrasyonu ELISA ile belirlenmistir. Elde edilen clusterin
ve total protein konsantrasyonlari ile total protein i¢indeki clusterin orant Ek D’de
verilmistir. Bu ¢alismada 80 PEG hastasi, 81 PES hastas1 ve 80 kontrol olmak tizere

toplam 241 gdzyas1 6rneginin analizleri yapilmistir.

3.5.1 Gozyas1 orneklerinde clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total

protein icindeki clusterin orani

Gozyas1 orneklerinde total protein konsantrasyonu kiyaslandiginda PEG hastalarinda
PES hastalarina ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek

degerler goriilmiistiir (Tablo 3.32).
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Tablo 3.29: PEG hastalarinin ak6z humor 6rneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin

orani, clusterin polimorfizmleri ve bazi risk faktorlerinin korelasyonu.

Total Protein

Clusterin

Clusterin

Clusterin

Clusterin

Korg:afttrz!;onu Kzg;‘:'nfg’st;gr‘]u Igindeki 111136000 | rs3087554 | rs1532278 | rs2279590 | Diyabet Hgﬂﬁgl Hipertansiyon | Sigara
Clusterin Orani CIT AIG CIT CIT
Clusterin Pearson Correlation 1 0.598(*) 0.685(*) 0421 -0.098 0.421 0.421 0.518 0.054 -0.023 €))
Konsantrasyonu P 0.040 0.014 0.173 0.761 0.173 0.173 0.084 0.868 0.943 .
Total Protein Pearson Correlation 0.598(*) 1 -0.119 0.445 -0.253 0.445 0.445 -0.042 0.379 -0.165 @)
Konsantrasyonu P 0.040 0.713 0.147 0.427 0.147 0.147 0.898 0.225 0.607 .
Total Protein Pearson Correlation 0.685(*) -0.119 0.196 -0.058 0.196 0.196 0.658(*) -0.296 -0.080 @)
Sndeld b 0.014 0.713 ! 0.542 0.858 0.542 0.542 0.020 0.349 0.805
Clusterin Pearson Correlation 0.421 0.445 0.196 1 -0.737(**) 1.000(**) 1.000(**) 0.120 0.295 -0.361 @)
rs11136000C/T p 0.173 0.147 0.542 0.006 0.000 0.000 0.709 0.352 0.249 .
Clusterin Pearson Correlation -0.098 -0.253 -0.058 -0.737(**) 1 -0.737(**) -0.737(**) 0.000 -0.250 0.408 (@
rs3087554 AIG P 0.761 0.427 0.858 0.006 0.006 0.006 1.000 0.433 0.188 .
Clusterin Pearson Correlation 0.421 0.445 0.196 1.000(**) | -0.737(**) 1 1.000(**) 0.120 0.295 -0.361 @)
rs1532278 C/IT P 0.173 0.147 0.542 0.000 0.006 0.000 0.709 0.352 0.249 .
Clusterin Pearson Correlation 0.421 0.445 0.196 1.000(**) | -0.737(**) 1.000(**) 1 0.120 0.295 -0.361 @)
rs2279590 C/T P 0.173 0.147 0.542 0.000 0.006 0.000 0.709 0.352 0.249 .
Diyabet Pearson Correlation 0.518 -0.042 0.658(*) 0.120 0.000 0.120 0.120 1 -0.408 0.333 (@
P 0.084 0.898 0.020 0.709 1.000 0.709 0.709 0.188 0.290 .
Kalp Hastalig Pearson Correlation 0.054 0.379 -0.296 0.295 -0.250 0.295 0.295 -0.408 1 0.000 (@)
P 0.868 0.225 0.349 0.352 0.433 0.352 0.352 0.188 1.000 .
. . Pearson Correlation -0.023 -0.165 -0.080 -0.361 0.408 -0.361 -0.361 0.333 0.000 (@)
Hipertansiyon 1
P 0.943 0.607 0.805 0.249 0.188 0.249 0.249 0.29 1.000
Sigara Pearson Correlation @) @) @) @) @) @) (@) @) (@) (@) @

P

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
a En az bir degisken sabit oldugu i¢in hesaplanamamistir.
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Tablo 3.30: PES hastalarinin akdz humor 6rneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin

orani, clusterin polimorfizmleri ve bazi risk faktorlerinin korelasyonu.

Clusterin Total Protein To.ta.l Protgin Clusterin Clusterin Clusterin Clusterin ) Kalp ) _ )
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu Igm_dekl rs11136000 | rs3087554 | rs1532278 rs2279590 | Diyabet Hastalig1 Hipertansiyon Sigara
Clusterin Oran1 CIT AIG CIT CIT

Clusterin Pearson Correlation 1 0.614(**) 0.582(*) -0.245 0.024 -0.245 -0.245 0.291 -0.162 -0.088 0.040
Konsantrasyonu P 0.009 0.014 0.344 0.927 0.344 0.344 0.257 0.535 0.737 0.879
Total Protein Pearson Correlation 0.614(**) 1 -0.095 -0.184 0.233 -0.184 -0.184 0.481 -0.270 0.048 -0.151
Konsantrasyonu P 0.009 0.716 0.479 0.367 0.479 0.479 0.051 0.294 0.854 0.563
Total Protein Pearson Correlation 0.582(*) -0.095 -0.270 -0.150 -0.270 -0.270 -0.105 -0.050 -0.337 0.162
I¢indeki Clusterin 1
Orant P 0.014 0.716 0.295 0.566 0.295 0.295 0.687 0.848 0.185 0.534
Clusterin Pearson Correlation -0.245 -0.184 -0.270 1 -0.337 1.000(**) 1.000(**) -0.236 -0.230 0.076 -0.038
rs11136000 C/T P 0.344 0.479 0.295 0.185 0.000 0.000 0.361 0.375 0.771 0.886
Clusterin Pearson Correlation 0.024 0.233 -0.150 -0.337 1 -0.337 -0.337 -0.019 -0.171 -0.245 -0.471
rs3087554 A/IG P 0.927 0.367 0.566 0.185 0.185 0.185 0.942 0.512 0.343 0.056
Clusterin Pearson Correlation -0.245 -0.184 -0.270 1.000(**) -0.337 1 1.000(**) -0.236 -0.230 0.076 -0.038
rs1532278 C/T P 0.344 0.479 0.295 0.000 0.185 0.000 0.361 0.375 0.771 0.886
Clusterin Pearson Correlation -0.245 -0.184 -0.270 1.000(**) -0.337 1.000(**) 1 -0.236 -0.230 0.076 -0.038
rs2279590 C/T P 0.344 0.479 0.295 0.000 0.185 0.000 0.361 0.375 0.771 0.886
Diyabet Pearson Correlation 0.291 0.481 -0.105 -0.236 -0.019 -0.236 -0.236 1 -0.119 0.245 -0.257

P 0.257 0.051 0.687 0.361 0.942 0.361 0.361 0.648 0.343 0.320

N Pearson Correlation -0.162 -0.270 -0.050 -0.230 -0.171 -0.230 -0.230 -0.119 -0.290 0.627(**)

Kalp Hastalig1 1

P 0.535 0.294 0.848 0.375 0.512 0.375 0.375 0.648 0.259 0.007
Hipertansiyon Pearson Correlation -0.088 0.048 -0.337 0.076 -0.245 0.076 0.076 0.245 -0.290 1 -0.182

P 0.737 0.854 0.185 0.771 0.343 0.771 0.771 0.343 0.259 0.485
Sigara Pearson Correlation 0.040 -0.151 0.162 -0.038 -0.471 -0.038 -0.038 -0.257 | 0.627(**) -0.182 1

P 0.879 0.563 0.534 0.886 0.056 0.886 0.886 0.320 0.007 0.485

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
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Tablo 3.31:Kontrol akéz humor 6rneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani,
clusterin polimorfizmleri ve bazi risk faktorlerinin korelasyonu.

Total Protein

Clusterin

Clusterin

Clusterin

Clusterin

Koég:fttrzr;;‘onu Kzg;‘:'nfg’st;gr‘m icindeki rs11136000 | rs3087554 | rs1532278 | rs2279590 | Diyabet H;ﬂﬁgl Hipertansiyon | Sigara
Clusterin Oran1 CIT AIG CIT CIT

Clusterin Pearson Correlation 1 0.443(*) 0.863(**) -0.390 0.232 -0.390 -0.390 0.438(*) -0.269 0.015 -0.207
Konsantrasyonu P 0.039 0.000 0.073 0.299 0.073 0.073 0.041 0.226 0.946 0.357
Total Protein Pearson Correlation 0.443(*) 1 -0.005 -0.041 -0.069 -0.041 -0.041 -0.089 -0.208 -0.100 0.020
Konsantrasyonu P 0.039 0.984 0.856 0.761 0.856 0.856 0.692 0.354 0.659 0.928
Total Protein Pearson Correlation 0.863(**) -0.005 -0.299 0.283 -0.299 -0.299 0.558(**) -0.222 0.112 -0.253
I¢indeki Clusterin 1
Orani P 0.000 0.984 0.177 0.202 0.177 0.177 0.007 0.322 0.619 0.257
Clusterin Pearson Correlation -0.390 -0.041 -0.299 1 -0.426(*) 1.000(**) 1.000(**) 0.102 0.182 0.124 0.177
rs11136000 C/T P 0.073 0.856 0.177 0.048 0.000 0.000 0.650 0.419 0.582 0.432
Clusterin Pearson Correlation 0.232 -0.069 0.283 -0.426(*) L -0.426(*) -0.426(*) 0.208 0.112 -0.264 -0.167
rs3087554 A/IG P 0.299 0.761 0.202 0.048 0.048 0.048 0.354 0.621 0.235 0.457
Clusterin Pearson Correlation -0.390 -0.041 -0.299 1.000(**) -0.426(*) 1 1.000(**) 0.102 0.182 0.124 0.177
rs1532278 C/T P 0.073 0.856 0.177 0.000 0.048 0.000 0.650 0.419 0.582 0.432
Clusterin Pearson Correlation -0.390 -0.041 -0.299 1.000(**) -0.426(*) 1.000(**) 1 0.102 0.182 0.124 0.177
rs2279590 C/T P 0.073 0.856 0.177 0.000 0.048 0.000 0.650 0.419 0.582 0.432
Diyabet Pearson Correlation 0.438(*) -0.089 0.558(**) 0.102 0.208 0.102 0.102 1 0.184 0.236 -0.149

P 0.041 0.692 0.007 0.650 0.354 0.650 0.650 0.412 0.291 0.508

_ Pearson Correlation -0.269 -0.208 -0.222 0.182 0.112 0.182 0.182 0.184 -0.098 -0.216

Kalp Hastalig1 1

P 0.226 0.354 0.322 0.419 0.621 0.419 0.419 0.412 0.666 0.334
Hipertansiyon Pearson Correlation 0.015 -0.100 0.112 0.124 -0.264 0.124 0.124 0.236 -0.098 1 0.000

P 0.946 0.659 0.619 0.582 0.235 0.582 0.582 0.291 0.666 1.000
Sigara Pearson Correlation -0.207 0.020 -0.253 0.177 -0.167 0.177 0.177 -0.149 -0.216 0.000 1

P 0.357 0.928 0.257 0.432 0.457 0.432 0.432 0.508 0.334 1.000

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
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Tablo 3.32:PEG ve PES hastalar1 ile kontrol gozyast oOrneklerinde clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Gozvas: PEG PES KONTROL p
yas (n=80) (n=81) (n=80)
Clusterin konsantrasyonu 9.86+9.75 7.67£5.77 7.834£6.67
(ng/mL) (0.48-50.22, 104.63)  (0.34-24.38,71.71)  (0.21-41.29, 196.62)
. 18.86+8.82ab 15.73+8.54¢ 16.41+10.22
Total protein 0.004*
konsantrasyonu (mg/mL) (8.34-46.31, 5.55) (6.44-58.41, 9.07) (4.91-55.71, 11.35)
Total protein igindeki 0.050+0.037 0.049+0.031 0.052+0.035 0.864
clusterin orani (%) (0.002-0.164, 82.00)  (0.005-0.137,27.40) (0.003-0.127, 42.33)

Sonuglar ortalamatstandart sapma (minimum-maksimum, degisim kati) olarak verilmistir. Karsilastirmalar igin Kruskal-
Wallis Testi kullanilmistir. *1kili gruplar arast karstlastirma Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmistir.
3PEG vs. PES P=0.004, "PEG vs. Kontrol P=0.004, °PES vs. Kontrol P=0.999

Ortalama clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda 9.8649.75 pg/mL, PES
hastalarinda 7.67+5.77 pg/mL ve kontrollerde 7.83+6.67 pg/mL’dir (P=0.729).
Ortalama clusterin konsantrasyonu agisindan ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark goriilmemistir (Tablo 3.32) (Sekil 3.12).

Gozyas1 Orneklerinde clusterin  konsantrasyonu bireyler arasinda varyasyon
gostermektedir. PEG hastalarinda minimum clusterin konsantrasyonu 0.48 pg/mL ve
maksimum clusterin konsantrasyonu 50.22 pg/mL’dir ve bireyler arasinda 104.63
katlik bir degisim gozlemlenmektedir. Clusterin konsantrasyonu agisindan en diisiik
varyasyon 71.71 kat ile PES hastalarinda goriiliirken (aralik: 0.34-24.38 ng/mL), en
biiyilik varyasyon 196.62 kat ile kontrollerde goriilmiistiir (aralik: 0.21-41.29 pg/mL)
(Tablo 3.32).

Ortalama total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda 18.86+8.82 mg/mL, PES
hastalarinda 15.73+8.54 mg/mL ve kontrollerde 16.41+£10.22 mg/mL’dir ve bu ii¢ grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P=0.004). Ortalama
clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.004) ve kontrollere
(P=0.004) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.32) (Sekil
3.12).
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Sekil 3.12: PEG ve PES hastalar ile kontrol gézyas1 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki
clusterin orani.
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Gozyas! total protein konsantrasyonu da bireyler arasinda varyasyon gostermektedir.
Total protein konsantrasyonu agisindan en az varyasyon 5.55 kat ile PEG hastalarinda
(aralik: 8.34-46.31 mg/mL), en biiyiik varyasyon ise 11.35 kat ile kontrollerde (aralik:
4.91-55.71 mg/mL) goriilmiistiir. PES hastalarinda ise 9.07 katlik bir varyasyon
goriilmiistiir (aralik: 6.44-58.41 mg/mL) (Tablo 3.32).

Ortalama total protein igindeki clusterin oran1 PEG hastalarinda %0.050+0.037, PES
hastalarinda %0.049+0.031 ve kontrollerde %0.052+0.035’tir (P=0.864) (Tablo 3.32).
Ortalama total protein icindeki clusterin oran1 PEG ve PES hastalar1 ile kontrollerde

olduke¢a benzerdir (Sekil 3.12).

Gozyas1 6rneklerinde total protein i¢indeki clusterin orani bireyler arasinda varyasyon
gostermektedir. Total protein i¢indeki clusterin oran1 agisindan en az varyasyon 27.40
kat ile PES hastalarinda (aralik: %0.005-0.137), en biiyiik varyasyon ise 82.00 kat ile
PEG hastalarinda (aralik: %0.002-0.164) goriilmiistiir. Kontrollerde ise 42.33 katlik
bir varyasyon gorilmiistiir (aralik: %0.003-0.127) (Tablo 3.32).

3.5.2 Gozyas1 orneklerindeki clusterin  konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein icindeki clusterin oram iizerine baz risk

faktorlerinin etkilerinin degerlendirilmesi

Gozyas1 orneklerinde yas, cinsiyet, diyabet, hipertansiyon, kalp hastaligi, inme ve
sigara kullaniminin clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total
protein icindeki clusterin orani {izerine etkileri PEG ve PES hastalar1 ile kontroller

arasinda ve tiim gozyas1 6rneklerinde incelenmistir.
3.5.2.1 Yasin etkisi

Caligma grubu 51-69 yas arasi ile 70 yas ve iistii olmak iizere iki gruba ayrilmistir.
Tablo 3.33’te de goriildiigli gibi ortalama clusterin konsantrasyonu 51-69 yas arasi
bireylerde (7.39+6.52 pg/mL), 70 yas ve iistii bireylere gore (9.38+8.37 pg/mL)
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktiir (P=0.044). Total protein konsantrasyonu
ve total protein igindeki clusterin oran1 agisindan ise yas gruplari arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmemistir.
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Tablo 3.33: Farkli yas gruplarinin gozyasi 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total
protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

51-69 yas aras1 70 yas ve iistii

Gozyast (n=112) (n=129) P
Clusterin konsantrasyonu (pg/mL) 7.3946.52 9.384+8.37 0.044
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 16.73+9.95 17.23+8.68 0.171

Total protein i¢indeki clusterin orani (%) 0.046+0.033 0.054+0.035 0.052

Sonuglar ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirma i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmistir.

Farkli yas gruplarindaki PEG ve PES hastalar1 ile kontroller arasinda clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani

da incelenmistir (Tablo 3.34).

51-69 yas aras1 bireyler (PEG i¢in 9.4149.14 ng/mL, PES i¢in 6.64+5.69 ng/mL,
kontrol i¢in 6.84+5.06 pg/mL, P=0.682) ile 70 yas ve istii bireylerde (PEG i¢in
10.09+10.13 pg/mL, PES icin 8.72+5.72 pg/mL, kontrol icin 9.05£8.13 pg/mL,
P=0.884) clusterin konsantrasyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (Tablo 3.34).

70 yas ve istii bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu agisindan fark
goriilmezken (PEG i¢in 18.55+9.30 mg/mL, PES i¢in 15.21+6.56 mg/mL, kontrol i¢in
17.52+9.58 mg/mL, P=0.204), 51-69 yas arasi1 bireylerde ii¢ grup arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (PEG igin 19.46+£7.90 mg/mL, PES i¢in 16.24+10.17 mg/mL,
kontrol i¢in 15.51£10.73 mg/mL, P=0.006). Ortalama total protein konsantrasyonu
51-69 yas aras1 PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.020) ve kontrollere (P=0.001)
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.34).

51-69 yas arasi bireyler (PEG i¢in %0.046+0.036, PES icin %0.041+0.031, kontrol
icin %0.051+0.034, P=0.310) ile 70 yas ve istii bireylerde (PEG i¢in %0.053+0.038,
PES igin %0.058+0.029, kontrol i¢in %0.053+0.036, P=0.528) ortalama total protein

icindeki clusterin orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir

(Tablo 3.34).
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Tablo 3.34:Farkli yas gruplarinin gézyasi Orneklerinde PEG ve PES hastalar1 ile kontroller igin clusterin konsantrasyonu, total protein

konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

51-69 yas arasi

70 yas ve iistii

Gizyas (n=112) (n=129)
¥ PEG PES KONTROL p PEG PES KONTROL p
(n=27) (n=41) (n=44) (n=53) (n=40) (n=36)
Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 04149.14  6.64+5.69  6.84+506  0.682 | 10.09+10.13 8724572  9.058.13  0.884
Total protein icindeki clusterin oram (%) 0-046£0.036  0.041£0.031  0.051+0.034 0.310 | 0.053+0.038 0.058+0.029 0.053+0.036  0.528

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar igin Kruskal-Wallis Testi kullanilmugtir. “ikili grup karsilastirmalar: Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmistir.

3PEG vs. PES P=0.020, PPEG vs. Kontrol P=0.001, °PES vs. Kontrol P=0.317
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3.5.2.2 Cinsiyetin etkisi

Erkek ve kadin bireyler arasinda clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total
protein ig¢indeki clusterin orani1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir (Tablo 3.35).

Tablo 3.35: Erkek ve kadin bireylerin gézyasi drneklerinde clusterin konsantrasyonu,
total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Erkek Kadin

Gozyast (n=121) (n=120) P
Clusterin konsantrasyonu (pg/mL) 8.98+9.02 7.924+5.86 0.830
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 16.77+9.52 17.2249.06  0.475

Total protein i¢cindeki clusterin orani (%) 0.052+0.037 0.048+0.031 0.647

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Karsilagtirmalar i¢in Mann-Whitney Testi
kullanilmisgtir.

Farkli cinsiyet gruplarindaki PEG ve PES hastalar1 ile kontroller arasinda clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani

da incelenmistir (Tablo 3.36).

Erkek (PEG i¢in 10.61£11.44 pg/mL, PES i¢in 7.22+6.11 pg/mL, kontrol i¢in
9.16+8.38 png/mL, P=0.470) ve kadin bireylerde (PEG i¢in 8.90+7.05 pg/mL, PES i¢in
8.23+5.34 ug/mL, kontrol i¢in 6.99+5.23 ug/mL, P=0.380) ortalama clusterin
konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo

3.36).

Kadi bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu agisindan fark goriilmezken
(PEG i¢in 17.58+7.77 mg/mL, PES i¢cin 17.52£8.61 mg/mL, kontrol i¢in 16.75+10.32
mg/mL, P=0.418), erkek bireylerde ii¢ grup arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(PEG i¢in 19.85+9.52 mg/mL, PES i¢in 14.30£8.30 mg/mL, kontrol i¢in 15.88+£10.20
mg/mL, P=0.001). Ortalama total protein konsantrasyonu erkek PEG hastalarinda PES
hastalarma (P=0.000) ve kontrollere (P=0.006) kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksektir (Tablo 3.36).

Erkek (PEG i¢in %0.050+0.041, PES i¢in %0.050+0.036, kontrol i¢in %0.059+0.035,
P=0.419) ve kadin bireylerde (PEG i¢in %0.050+0.033, PES i¢in %0.048+0.024,
kontrol i¢in %0.048+0.034, P=0.870) ortalama total protein i¢indeki clusterin orani

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.36).
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Tablo 3.36: Erkek ve kadm bireylerin gézyas1 orneklerinde PEG ve PES hastalar: ile kontroller i¢in clusterin konsantrasyonu, total protein

konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Erkek Kadin
. (n=121) (n=120)
Gozyas
PEG PES KONTROL P PEG PES KONTROL p
(n=45) (n=45) (n=31) (n=35) (n=36) (n=49)
Clusterin konsantrasyonu (png/mL) 10.61£11.44 7.22+6.11 9.16+8.38 0.470 8.90+7.05 8.23+5.34 6.99+5.23 0.380
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 19.85+9.522%  14.30+8.30°  15.88+10.20 0.001* | 17.58+7.77 17.5248.61  16.75+10.32  0.418
Total protein igindeki clusterin orant (%) 0.050+0.041  0.050+0.036  0.059+0.035  0.419 | 0.050+0.033  0.048+0.024  0.048+0.034  0.870

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis Testi kullanilmustir. *Ikili karsilastirmalar Conover formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmistir.
3PEG vs. PES P=0.000, "PEG vs. Kontrol P=0.006, °PES vs. Kontrol P=0.585
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3.5.2.3 Diyabetin etkisi

Clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani
diyabet hastasi olan (diyabet +) ve diyabet hastasi olmayan (diyabet —) bireylerin
gbzyasi orneklerinde kiyaslandiginda istatistiksel oalrak anlamli bir fark goriilmiistiir

(Tablo 3.37).

Tablo 3.37: Diyabet hastasi olan (diyabet +) ve diyabet hastasi olmayan (diyabet —)
bireylerin gézyas1 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu
ve total protein i¢indeki clusterin orani.

. Diyabet + Diyabet —
Gozyas (n=72) (n=169) P
Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 9.7449.32 7.90£6.72 0.179
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 17.1749.31 16.92+9.29 0.676

Total protein i¢indeki clusterin orani (%) 0.056+0.036 0.048+0.033 0.157

Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar icin Mann-Whitney Testi kullanilmigtir.

PEG ve PES hastalar1 ile kontrollerde bulunan diyabet + (PEG i¢in 12.46+12.22
ug/mL, PES i¢in 8.41+6.61 pug/mL, kontrol i¢in 8.80+8.66 pug/mL, P=0.389) ve
diyabet — bireylerde (PEG igin 8.94+8.64 ug/mL, PES i¢in 7.35+£5.40 ug/mL, kontrol
icin 7.34+5.41 pg/mL, P=0.991) ortalama clusterin konsantrasyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.38).

Diyabet — bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu agisindan gruplar arasinda
fark gortiilmezken (PEG i¢in 17.92+8.46 mg/mL, PES i¢in 15.73+£9.11 mg/mL, kontrol
icin 17.08+10.34 mg/mL, P=0.112), diyabet + bireylerde ii¢ grup arasinda anlaml bir
fark bulunmustur (PEG i¢in 21.48+9.47 mg/mL, PES i¢in 15.73+7.18 mg/mL, kontrol
igin 15.10+£10.03 mg/mL, P=0.006). Ortalama total protein konsantrasyonu diyabet +
PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.020) ve kontrollere (P=0.001) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yliksektir (Tablo 3.38).

Diyabet + (PEG igin %0.058+0.042, PES i¢in %0.051+£0.033, kontrol ig¢in
%0.058+0.035, P=0.755) ve diyabet — bireylerde (PEG igin %0.047+0.035, PES i¢in
%0.048+0.030, kontrol i¢in %0.049+0.035, P=0.925) ortalama total protein i¢indeki
clusterin oran1 PEG ve PES hastalar1 ile kontroller arasinda olduk¢a benzerdir (Tablo

3.38).
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Tablo 3.38: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunan diyabet hastasi olan (diyabet +) ve diyabet hastasi olmayan (diyabet —) bireylerin gbzyasi

orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Diyabet + Diyabet —
) (n=72) (n=169)
Gozyas
PEG PES KONTROL p PEG PES KONTROL p
(n=21) (n=24) (n=27) (n=59) (n=57) (n=53)
Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 1246+1222 8414661  8.8048.66  0.389 | 8.94+8.64  7.35:540  7.34+541  0.991
0.058+0.042  0.051+£0.033  0.058+0.035  0.755* | 0.047+0.035 0.048+0.030 0.049+0.035 0.925

Total protein igindeki clusterin orani (%)

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis Testi kullamilmistir. *Karsilastirma i¢in One-Way ANOVA kullanilmustir. *ikili karsilastirmalar

Conover formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmustir.
3PEG vs. PES P=0.020, PPEG vs. Kontrol P=0.001, °PES vs. Kontrol P=0.349
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3.5.2.4 Hipertansiyonun etkisi

Clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani
hipertansiyon hastas1 (hipertansiyon +) ve normal tansiyonlu (hipertansiyon -)
bireylerin gézyas1 orneklerinde kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir (Tablo 3.39).

Tablo 3.39: Hipertansiyon hastas1 (hipertansiyon +) ve normal tansiyonlu
(hipertansiyon —) bireylerin gozyasi orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total
protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani.

Hipertansiyon +  Hipertansiyon —

Gozyast (n=116) (n=125) P

Clusterin konsantrasyonu (pg/mL) 9.18£8.08 7.78£7.13 0.087
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 17.1948.60 16.81+9.89 0.299
Total protein igindeki clusterin orani (%) 0.054+0.035 0.047+0.033 0.125

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Karsilagtirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmigtir.

Hipertansiyon + (PEG i¢in 10.89+£10.87 ug/mL, PES i¢in 8.28+6.04 pg/mL, kontrol
icin 8.22+5.87 pg/mL, P=0.758) ve hipertansiyon — bireylerde (PEG i¢in 8.79+8.42
ug/mL, PES i¢in 7.10+5.52 pg/mL, kontrol igin 7.52+7.31 ug/mL, P=0.969) ortalama
clusterin konsantrasyonu PEG ve PES hastalar1 ile kontroller arasinda oldukga

benzerdir (Tablo 3.40).

Hipertansiyon + bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu agisindan fark
goriilmezken (PEG i¢in 19.07£9.37 mg/mL, PES i¢in 15.87+7.88 mg/mL, kontrol i¢in
16.47+8.29 mg/mL, P=0.147), hipertansiyon — bireylerde ii¢ grup arasinda anlaml1 bir
fark bulunmustur (PEG i¢in 18.63+8.31 mg/mL, PES i¢in 15.61£9.20 mg/mL, kontrol
icin 16.36£11.66 mg/mL, P=0.023). Ortalama total protein konsantrasyonu
hipertansiyon — PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.022) ve kontrollere (P=0.012)
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.40).

Hipertansiyon + (PEG i¢in %0.055+0.037, PES i¢in %0.052+0.032, kontrol igin
%0.055+0.037, P=0.906) ve hipertansiyon — bireylerde (PEG igin %0.046+0.038, PES
icin %0.047+0.030, kontrol i¢in %0.049+0.033, P=0.822) ortalama total protein
icindeki clusterin oran1 PEG ve PES hastalari ile kontroller arasinda olduk¢a benzerdir

(Tablo 3.40).
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Tablo 3.40: Hipertansiyon hastasi (hipertansiyon +) ve normal tansiyonlu (hipertansiyon —) bireylerin gozyasi dérneklerinde PEG ve PES hastalari
ile kontroller i¢in clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Hipertansiyon +

Hipertansiyon —

) (n=116) (n=125)
Gozyas
PEG PES KONTROL p PEG PES KONTROL p
(n=41) (n=39) (n=36) (n=39) (n=42) (n=44)
Clusterin konsantrasyonu (jg/mL) 10.89+10.87  8.28+6.04 8224587 0758 | 8794842  7.10+¢5.52  7.5247.31  0.969
0.055+0.037  0.052+0.032  0.055+0.037 0.906* | 0.046+0.038 0.047+0.030  0.049+0.033  0.822

Total protein igindeki clusterin orani (%)

Sonuglar ortalamastandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis Testi kullanilmustir. *Karsilastirma icin One-Way ANOVA kullanilmistir. *ikili karsilastirmalar

Conover formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmustir.

3PEG vs. PES P=0.022, PPEG vs. Kontrol P=0.012, °PES vs. Kontrol P=0.838
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3.5.2.5 Kalp hastali@inin etkisi

Clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani kalp
hastaligi olan (kalp +) ve kalp hastaligt olmayan (kalp —) bireylerin gozyasi
orneklerinde kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (Tablo

3.41).

Tablo 3.41:Kalp hastalig1 olan (kalp +) ve kalp hastaligi olmayan (kalp —) bireylerin
gbzyas1 Orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total
protein i¢indeki clusterin orani.

. Kalp + Kalp —
Gozyas (n=$5) (n=1%6) P
Clusterin konsantrasyonu (pg/mL) 8.04+7.52 8.64+7.67 0.399
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 17.76£10.24 16.65+8.82 0.807
Total protein igindeki clusterin orani (%) 0.045+0.033 0.053+0.035 0.076

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Karsilagtirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmustir.

Kalp + (PEG igin 10.35£10.12 pg/mL, PES i¢in 6.41£5.59 pg/mL, kontrol igin
7.64+6.19 ng/mL, P=0.365) ve kalp — bireylerde (PEG i¢in 9.67+9.69 pug/mL, PES
icin 8.27+£5.80 ug/mL, kontrol igin 7.93+6.93 pg/mL, P=0.860) ortalama clusterin
konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir (Tablo

3.42).

Kalp + bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu agisindan fark goriilmezken
(PEG i¢in 18.10+9.78 mg/mL, PES i¢in 15.74+7.84 mg/mL, kontrol i¢in 19.49+12.54
mg/mL, P=0.534), kalp — bireylerde {i¢ grup arasinda anlaml bir fark bulunmustur
(PEG i¢in 19.16£8.47 mg/mL, PES i¢in 15.734+8.92 mg/mL, kontrol i¢in 14.93+8.63
mg/mL, P=0.001). Ortalama total protein konsantrasyonu kalp — PEG hastalarinda
PES hastalarina (P=0.002) ve kontrollere (P=0.000) kiyasla istatistiksel olarak anlaml1
derecede yiiksektir (Tablo 3.42).

Kalp + (PEG i¢in %0.056+0.040, PES i¢in %0.038+0.024, kontrol i¢in %0.043+0.034,
P=0.237) ve kalp — bireylerde (PEG igin %0.048+0.037, PES i¢in %0.055+0.033,
kontrol i¢gin %0.056+0.035, P=0.316) ortalama total protein i¢indeki clusterin orani

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (Tablo 3.42).
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Tablo 3.42: PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunan kalp hastaligi olan (kalp +) ve kalp hastaligi olmayan (kalp —) bireylerin gozyasi
orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Kalp + Kalp —
) (n=75) (n=166)
Gozyas
PEG PES KONTROL p PEG PES KONTROL p
(n=23) (n=26) (n=26) (n=57) (n=55) (n=54)
Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 1035410.12  6.41£559  7.64%6.19 0365 | 9.6749.69  827+580  7.93%693  0.860
0.056+0.040  0.038+0.024  0.043+0.034  0.237 | 0.048+0.037 0.055+0.033  0.056+0.035 0.316

Total protein i¢indeki clusterin orani (%)

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis Testi kullanilmustir. *Ikili karsilastirmalar Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmustir.
3PEG vs. PES P=0.002, "PEG vs. Kontrol P=0.000, °PES vs. Kontrol P=0.558
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3.5.2.6 inmenin etkisi

Clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani inme
hastalig1 ge¢irmis (inme +) ve inme hastalig1 gecirmemis (inme —) bireylerin gézyast
orneklerinde kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (Tablo

3.43).

Tablo 3.43: inme hastalig1 gegirmis (inme +) ve inme hastali1 gegirmemis (inme —)
bireylerin gézyas1 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu
ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Gozyas illlile + in_me - P
(n=12) (n=229)

Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 6.10+3.81 8.58+7.75 0.447

Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 13.5949.00 17.17£9.28 0.070

Total protein i¢indeki clusterin orani (%) 0.054+0.038 0.050+0.034 0.734

Sonuglar ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmigtir.

PEG ve PES hastalari ile kontrollerdeki inme + ve inme — bireyler arasinda clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin oran
da incelenmistir. PES hastalarindan sadece biri inme + oldugu i¢in kiyaslamalara dahil

edilmemistir (Tablo 3.44).

Inme + (PEG i¢in 4.93+3.57 pg/mL, kontrol igin 6.01+4.01 ug/mL, P=0.695) ve inme
— bireylerde (PEG icin 10.06+9.87 pg/mL, PES i¢in 7.64+£5.79 pg/mL, kontrol i¢in
8.04+6.89 ng/mL, P=0.664) ortalama clusterin konsantrasyonu agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.44).

Inme + bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu agisindan fark goriilmezken
(PEG igin 13.35+4.31 mg/mL, kontrol igin 14.05+10.97 mg/mL, P=0.630), inme —
bireylerde li¢ grup arasinda anlamli bir fark bulunmustur (PEG ic¢in 19.07+8.89
mg/mL, PES i¢in 15.79+£8.57 ug/mL, kontrol igin 16.67+£10.18 pg/mL, P=0.006).
Ortalama total protein konsantrasyonu inme — PEG hastalarinda PES hastalarina
(P=0.003) ve kontrollere (P=0.008) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.44).
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Tablo 3.44:PEG ve PES hastalar ile kontrollerde bulunan inme hastaligi ge¢irmis (inme +) ve inme hastaligi gecirmemis (inme —) bireylerin
gbzyas1 orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Inme + Inme -
. (n=12) (n=229)
Gozyas
PEG PES KONTROL p PEG PES KONTROL p
(n=3) (n=1) (n=8) (n=77) (n=80) (n=72)
4.934+3.57 - 6.01+4.01 0.695" | 10.06+9.87 7.64+5.79 8.04+6.89 0.664¢

Clusterin konsantrasyonu (pg/mL)

Total protein icindeki clusterin orami (%) ~ 0-035%0.019 - 0.056:0.042 0.426" | 0.051£0.038  0.049+0.031  0.0520.034  0.895°

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. AKarsilagtirmalar igin Independent Samples T-Test kullamlmgtir. BKarsilastirmalar igin Mann-Whitney Testi kullanilmustir.
CKarsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis Testi kullanilmustir. *Ikili karsilastirmalar Conover formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmustir.
3PEG vs. PES P=0.003, PPEG vs. Kontrol P=0.008, °PES vs. Kontrol P=0.815
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Inme + (PEG i¢in %0.035+0.019, kontrol igin %0.056+0.042, P=0.426) ve inme —
bireylerde (PEG igin 9%0.051+0.038, PES icin %0.049+0.031, kontrol ig¢in
%0.05240.034, P=0.895) ortalama total protein i¢indeki clusterin orani agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.44).
3.5.2.7 Sigaranin etkisi

Clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani
sigara kullanan (sigara +) ve sigara kullanmayan (sigara —) bireylerin gozyasi
orneklerinde kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (Tablo

3.45).

Tablo 3.45:Sigara kullanan (sigara +) ve sigara kullanmayan (sigara —) bireylerin
gozyas1 orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total
protein i¢indeki clusterin orani.

Gozyas S(Igil;;; ?r:ial;ag; P

Clusterin konsantrasyonu (pg/mL) 8.62+9.10 8.42+7.29 0.839
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 16.02+9.90 17.20+9.15 0.095
Total protein i¢indeki clusterin orani (%) 0.053+0.032 0.050+0.035 0.420

Sonuglar ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney Testi kullanilmistir.

Sigara — bireylerde ortalama clusterin konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmezken (PEG i¢in 8.8648.59 png/mL, PES i¢in 8.16+5.82 pg/mL,
kontrol i¢in 8.24+7.44 ng/mL, P=0.876), sigara + bireylerde ii¢ grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (PEG i¢in 14.60+13.42 ng/mL, PES i¢in 3.17+2.30
ug/mL, kontrol i¢in 6.61+£3.25 pg/mL, P=0.002). Ortalama clusterin konsantrasyonu
sigara + PEG hastalarinda PES hastalarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksekken (P=0.019), PES hastalarinda ise kontrollere kiyasla istatistiksel olarak
anlaml derecede diistiktiir (P=0.014) (Tablo 3.46).

Sigara — bireylerde ortalama total protein konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmezken (PEG icin 18.24+7.88 mg/mL, PES icin 16.38+8.78
mg/mL, kontrol i¢in 17.05+10.84 mg/mL, P=0.069), sigara + bireylerde ii¢ grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (PEG i¢in 21.76+£12.27 mg/mL, PES icin
9.80+1.84 mg/mL, kontrol i¢in 14.50+£8.01 mg/mL, P=0.005) (Tablo 3.46).
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Tablo 3.46:PEG ve PES hastalari ile kontrollerde bulunan sigara kullanan (sigara +) ve sigara kullanmayan (sigara —) bireylerin gozyasi
orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani.

Sigara + Sigara -
. (n=42) (n=199)
Gozyasi
PEG PES KONTROL p PEG PES KONTROL p
(n=14) (n=8) (n=20) (n=66) (n=73) (n=60)
Clusterin konsantrasyonu (jg/mL) 14.60+1342°°  3.17+230° 6614325  0.002¢ | 8.8648.59  8.16£582  824+744  0.876

Total protein igindeki clusterin oram (%) ~ 0-063£0.033  0.030£0.020  0.056£0.032  0.061 | 0.0480.038  0.051£0.031 ~0.051+0.036  0.574

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Sigara + bireylerdeki total protein i¢indeki clusterin oran: karsilagtirmasi i¢in One-Way ANOVA kullanilirken, sigara — bireylerdeki tiim
karsilastirmalar igin Kruskal-Wallis Testi kullanilmustir. *Uglii karsilastirmalar i¢in Welch’s ANOVA kullanilirken, ikili karsilastirmalar i¢in Games-Howell Post Hoc Testi kullanilmigtir. YUglii
karsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis Testi kullanilirken, ikili kargilagtirmalar Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmstir.

aPEG vs. PES P=0.019, PPEG vs. Kontrol P=0.109, °PES vs. Kontrol P=0.014

dPEG vs. PES P=0.001, ®PEG vs. Kontrol P=0.020, 'PES vs. Kontrol P=0.087
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Ortalama total protein konsantrasyonu sigara + PEG hastalarinda PES hastalarina
(P=0.001) ve kontrollere (P=0.020) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.46).

Sigara + (PEG i¢in %0.063+0.033, PES icin 9%0.030+0.020, kontrol i¢in
%0.056+0.032, P=0.061) ve sigara — bireylerde (PEG igin %0.048+0.038, PES igin
%0.051+0.031, kontrol i¢in %0.051+0.036, P=0.574) ortalama total protein i¢indeki

clusterin orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir (Tablo

3.46).

3.5.3 Gozyas1  orneklerinde clusterin  konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein icindeki clusterin orami ile clusterin

polimorfizmleri arasindaki iliski

PEG ve PES hastalari ile kontrol gdzyas1 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total
protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin oran1 kiyaslamasi sonuglari
3.5.1 kisminda aciklanmistir. Bu kisimda ise clusterin rs11136000 C/T, rs3087554
A/G, 151532278 C/T ve 152279590 C/T genotiplerine gére PEG ve PES hastalari ile
kontrol gozyasi orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu
ve total protein igindeki clusterin oramt kiyaslamasi yapilmistir. Tiim veriler daha
aciklayici olmasi agisindan hem tablo hem de grafik seklinde sunulmustur. Tablo 3.47,
3.48, 3.49 ve 3.50’de rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590
C/T SNP’leri i¢in tablo halinde sunulmus olan veriler ayn1 zamanda tiim SNP’ler bir
arada olacak sekilde clusterin konsantrasyonu i¢in Sekil 3.13 ve 3.14’te, total protein
konsantrasyonu i¢in Sekil 3.15 ve 3.16’da ve total protein i¢indeki clusterin orani i¢in

ise Sekil 3.17 ve 3.18’de grafik halinde sunulmustur.

Clusterin rs11136000 C/T genotiplerine gore PEG ve PES hastalari ile kontrol gozyas:
orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
igindeki clusterin oranmi kiyaslanmistir. Tablo 3.47°de de goriildiigli gibi kontrollerde
clusterin rs11136000 C/T genotipleri arasinda clusterin konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli derecede fark vardir (P=0.029). Ortalama clusterin
konsantrasyonu, CT genotipli kontrol bireylerinde CC genotipli kontrol bireylerine
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede ytiksektir (P=0.011) (Sekil 3.13 ve 3.14).
PEG ve PES hastalarinda ise rs11136000 C/T genotiplerine gore clusterin
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konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Clusterin rs3087554 A/G genotiplerine gére PEG ve PES hastalari ile kontrol gdzyasi
orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
icindeki clusterin orani kiyaslanmistir. Tablo 3.48’de de goriildiigii gibi AG genotipli
bireylerin gbzyas1 6rneklerindeki total protein konsantrasyonu PEG ve PES hastalar1
ile kontroller arasinda anlamli derecede farklidir (P=0.008). Ortalama total protein
konsantrasyonu, AG genotipli PEG hastalarinda AG genotipli PES hastalarina
(P=0.013) ve kontrollere (P=0.004) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir. AG genotipli PES hastalarinda ve kontrollerde ise ortalama total protein
konsantrasyonu degerleri olduk¢a benzerdir (P=0.999) (Sekil 3.15 ve 3.16). Clusterin
konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani agisindan ise clusterin
rs3087554 A/G genotiplerine gére PEG ve PES hastalar1 ile kontrol gozyasi

orneklerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Clusterin rs1532278 C/T genotiplerine gére PEG ve PES hastalart ile kontrol gézyasi
orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
icindeki clusterin orami kiyaslanmistir. Tablo 3.49°da da goriildiigli gibi kontrollerde
clusterin rs1532278 C/T genotipleri arasinda clusterin konsantrasyonu acgisindan
istatistiksel olarak anlamli derecede fark vardir (P=0.029). Ortalama clusterin
konsantrasyonu, CT genotipli kontrol bireylerinde CC genotipli kontrol bireylerine
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede ytiksektir (P=0.011) (Sekil 3.13 ve 3.14).
PEG ve PES hastalarinda ise rs1532278 C/T genotiplerine gore clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani

agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Clusterin rs2279590 C/T genotiplerine gére PEG ve PES hastalart ile kontrol gézyasi
orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
i¢indeki clusterin orani kiyaslanmistir. Tablo 3.50°de de goriildiigli gibi PEG ve PES
hastalari ile kontrollerde rs2279590 C/T genotiplerine gore clusterin konsantrasyonu,
total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
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Tablo 3.47: Clusterin rs11136000 C/T genotiplerine gore PEG ve PES hastalar1 ile kontrol gézyasi orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total

protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin oran1 karsilastirmasi.

Clusterin rs11136000 C/T (EEE;) (Eisi) Tﬁz;g;l P
Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 9.86+9.75 7.67£5.77 7.83+6.67 0.729
CC (PEG n=30, PES n=34, Kontrol n=25) 8.59+8.42 7.50+£6.30 5.57+3.39 0.594
CT (PEG n=39, PES n=25, Kontrol n=28) 10.62+11.59 7.92+5.43 9.49+5.84% 0.436
TT (PEG n=11, PES n=22, Kontrol n=27) 10.67+5.22 7.65+5.52 8.22+9.00°¢ 0.123
P (CC-CT-TT) 0.208 0.761 0.029*
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 18.86+8.82%¢ 15.73+8.54 16.41+£10.22 0.004*
CC (PEG n=30, PES n=34, Kontrol n=25) 15.98+5.36 14.98+6.85 14.9249.13 0.767*
CT (PEG n=39, PES n=25, Kontrol n=28) 20.70+10.52 16.31+£10.25 19.09+11.34 0.132
TT (PEG n=11, PES n=22, Kontrol n=27) 20.14+8.39 16.23+£9.08 15.02+9.73 0.087
P (CC-CT-TT) 0.196 0.894 0.124
Total protein icindeki clusterin oram (%) 0.050+0.037 0.049+0.031 0.052+0.035 0.864
CC (PEG n=30, PES n=34, Kontrol n=25) 0.051+0.043 0.048+0.034 0.046+0.033 0.992
CT (PEG n=39, PES n=25, Kontrol n=28) 0.048+0.036 0.052+0.030 0.058+0.035 0.396
TT (PEG n=11, PES n=22, Kontrol n=27) 0.056+0.024 0.048+0.029 0.051+0.036 0.798Y
P (CC-CT-TT) 0.439 0.850 0.382

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Karsilagtirmalar igin Kruskal-Wallis Testi kullanilmistir. *Karsilagtirma i¢in Welch’s ANOVA kullanilmistir. YKarsilagtirma i¢in One-Way ANOVA
kullanilmugtir. “ikili gruplar arasi karsilastirma Conover formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmustir.

3CT vs. CC P=0.011, °TT vs. CC P=0.511, °TT vs. CT P=0.050
9PEG vs. PES P=0.004, °PEG vs. Kontrol P=0.004, 'PES vs. Kontrol P=0.999
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Tablo 3.48: Clusterin rs3087554 A/G genotiplerine gére PEG ve PES hastalar1 ile kontrol gozyasi 6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total
protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani karsilastirmasi.

Clusterin rs3087554 A/G (Efg‘)) (Eisl) '?32;;‘)" P
Clusterin konsantrasyonu (ng/mL) 9.86+9.75 7.67£5.77 7.83+6.67 0.729
AA (PEG n=52, PES n=58, Kontrol n=65) 8.79+8.01 7.64+5.95 8.19+7.04 0.890
AG (PEG n=24, PES n=18, Kontrol n=13) 11.88+13.11 6.63+5.42 6.77+4.68 0.615
GG (PEG n=4, PES n=5, Kontrol n=2) 11.68+6.24 11.73+£3.06 3.18+3.50 0.116*
P (AA-AG-GG) 0.567 0.122 0.418
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 18.86+8.8220 15.7348.54°¢ 16.41£10.22 0.004*
AA (PEG n=52, PES n=58, Kontrol n=65) 17.90+£8.26 16.13+£9.40 17.09£10.55 0.199
AG (PEG n=24, PES n=18, Kontrol n=13) 20.61+9.90%¢ 14.57+6.37° 14.25+8.65 0.008*
GG (PEG n=4, PES n=5, Kontrol n=2) 20.79+9.41 15.25+4.08 8.44+3.20 0.149%
P (AA-AG-GG) 0.374 0.801 0.112
Total protein icindeki clusterin oram (%) 0.050+0.037 0.049+0.031 0.052+0.035 0.864
AA (PEG n=52, PES n=58, Kontrol n=65) 0.048+0.033 0.048+0.029 0.052+0.034 0.853
AG (PEG n=24, PES n=18, Kontrol n=13) 0.052+0.043 0.045+0.036 0.054+0.038 0.799%
GG (PEG n=4, PES n=5, Kontrol n=2) 0.068+0.060 0.080+0.022 0.050+0.060 0.727%
P (AA-AG-GG) 0.840 0.067* 0.943

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Karsilagtirmalar Kruskal-Wallis Testi ile yapilmistir. *Karsilastirmalar i¢in One-Way ANOVA kullamlmustir. “Ikili gruplar arast

karsilagtirma Conover formiiliine (Conover, 1980) gore yapilmustir.

3PEG vs. PES P=0.004, "PEG vs. Kontrol P=0.004, °PES vs. Kontrol P=0.999
9PEG vs. PES P=0.013, *PEG vs. Kontrol P=0.004, PES vs. Kontrol P=0.529
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Tablo 3.49: Clusterin rs1532278 C/T genotiplerine gore PEG ve PES hastalar1 ile kontrol gbzyas1 orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total

protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin oran1 karsilastirmasi.

Clusterin rs1532278 C/T (E:E;) (Eii) fr?zég;' P
Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 9.86+9.75 7.67£5.77 7.83+6.67 0.729
CC (PEG n=30, PES n=34, Kontrol n=25) 8.59+8.42 7.50+£6.30 5.57+3.39 0.594
CT (PEG n=39, PES n=26, Kontrol n=28) 10.62+11.59 5.63+5.36 9.49+5.84% 0.406
TT (PEG n=11, PES n=21, Kontrol n=27) 10.67+5.22 7.79+5.61 8.22+9.00°¢ 0.138
P (CC-CT-TT) 0.208 0.785 0.029*
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 18.86+8.82%¢ 15.73+8.54 16.41+£10.22 0.004*
CC (PEG n=30, PES n=34, Kontrol n=25) 15.98+5.36 14.98+6.85 14.9249.13 0.767*
CT (PEG n=39, PES n=26, Kontrol n=28) 20.70+10.52 16.09+10.11 19.09+11.34 0.100
TT (PEG n=11, PES n=21, Kontrol n=27) 20.14+8.39 16.50+9.21 15.02+9.73 0.089
P (CC-CT-TT) 0.196 0.913 0.124
Total protein icindeki clusterin orani (%) 0.050+0.037 0.049+0.031 0.052+0.035 0.864
CC (PEG n=30, PES n=34, Kontrol n=25) 0.051+0.043 0.048+0.034 0.046+0.033 0.992
CT (PEG n=39, PES n=26, Kontrol n=28) 0.048+0.036 0.052+0.029 0.058+0.035 0.396
TT (PEG n=11, PES n=21, Kontrol n=27) 0.056+0.024 0.048+0.030 0.051+0.036 0.813
P (CC-CT-TT) 0.439 0.861 0.382

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis Testi kullanilmistir. *Karsilagtirma i¢in Welch’s ANOVA kullanilmistir. YKarsilagtirma igin One-Way ANOVA
kullanilmugtir. “ikili gruplar arasi karsilastirma Conover formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmustir.

3CT vs. CC P=0.011, °TT vs. CC P=0.511, °TT vs. CT P=0.050
9PEG vs. PES P=0.004, °PEG vs. Kontrol P=0.004, 'PES vs. Kontrol P=0.999
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Tablo 3.50: Clusterin rs2279590 C/T genotiplerine gére PEG ve PES hastalar1 ile kontrol goézyasi o6rneklerinde clusterin konsantrasyonu, total

protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin oran1 karsilastirmasi.

PEG

PES

Kontrol

Clusterin rs2279590 C/T (n=80) (n=81) (n=80) P
Clusterin konsantrasyonu (ug/mL) 9.86+9.75 7.67£5.77 7.83+6.67 0.729
CC (PEG n=30, PES n=31, Kontrol n=24) 8.59+8.42 7.584+6.50 5.73+3.35 0.650
CT (PEG n=38, PES n=29, Kontrol n=30) 10.85+11.65 5.69+5.22 8.87+5.87 0.693
TT (PEG n=12, PES n=21, Kontrol n=26) 9.9445.58 7.79+5.61 8.57+9.17 0.358
P (CC-CT-TT) 0.382 0.802 0.133
Total protein konsantrasyonu (mg/mL) 18.86+8.822P 15.7348.54°¢ 16.41+10.22 0.004*
CC (PEG n=30, PES n=31, Kontrol n=24) 15.98+5.36 14.80+6.99 15.12+£9.26 0.200
CT (PEG n=38, PES n=29, Kontrol n=30) 20.78+10.65 16.16+9.68 17.81+10.19 0.103
TT (PEG n=12, PES n=21, Kontrol n=26) 19.97+8.02 16.50+9.21 15.99+11.24 0.097
P (CC-CT-TT) 0.193 0.770 0.329
Total protein icindeki clusterin oram (%) 0.050+0.037 0.049+0.031 0.052+0.035 0.864
CC (PEG n=30, PES n=31, Kontrol n=24) 0.051+0.043 0.049+0.035 0.047+0.033 0.999
CT (PEG n=38, PES n=29, Kontrol n=30) 0.049+0.036 0.050+0.028 0.057+0.035 0.593
TT (PEG n=12, PES n=21, Kontrol n=26) 0.052+0.026 0.048+0.030 0.051+0.037 0.933%
P (CC-CT-TT) 0.729 0.957 0.557

Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Karsilastirmalar igin Kruskal-Wallis Testi kullanilmugtir. *Karsilagtirma icin One-Way ANOVA kullanilmustir. “ikili gruplar arasi karsilagtirma Conover

formiiliine (Conover, 1980) gére yapilmustir.
3PEG vs. PES P=0.004, °PEG vs. Kontrol P=0.004, °PES vs. Kontrol P=0.999
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Clusterin konsantrasyonu, clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590
C/T SNP’leri i¢in tim genotiplerde PEG hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere
kiyasla daha yiiksektir (Sekil 3.13). Ortalama clusterin konsantrasyonu rs11136000
C/T ve rs1532278 C/T SNP’leri i¢in, CT genotipli kontrollerde CC genotipli
(P=0.011) kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo
3.47 ve 3.49) (Sekil 3.14). Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in ise clusterin
konsantrasyonu AA ve AG genotipli bireylerdeki PEG hastalarinda PES hastalarina
ve kontrollere kiyasla daha yiiksekken, GG genotipli bireylerde PEG ve PES
hastalarinda benzer ve kontrollere kiyasla yiiksektir (Sekil 3.13).

Clusterin rs11136000 C/T SNP igin clusterin konsantrasyonu PEG ve PES
hastalarinda CT ve TT genotipli bireylerde benzer ve CC genotipli bireylere gore
yiiksekken, kontrollerde en yiiksek CT, en diisiik ise CC genotipli bireylerde
goriilmustiir. Clusterin rs3087554 A/G SNP igin clusterin konsantrasyonu PEG
hastalarinda AG ve GG genotipli bireylerde benzer ve AA genotipli bireylere gore
yiksekken, PES hastalarinda en yiiksek GG, en diisik AG genotipli bireylerde
goriilmiistiir. Kontrollerde ise clusterin konsantrasyonu en yiliksek AA, en diisiik ise
GG genotipli bireylerde goriilmiistiir. Clusterin konsantrasyonu clusterin rs1532278
C/T SNP i¢in PEG hastalarinda, rs2279590 C/T SNP i¢in ise kontrollerde CT ve TT
genotipli bireylerde benzer ve CC genotipli bireylere gore yiiksektir. Her iki SNP’de
de PES hastalarinda en yiiksek clusterin konsantrasyonu TT, en diisiik ise CT genotipli
bireylerde goriilmiistiir. Clusterin konsantrasyonu clusterin rs1532278 C/T SNP i¢in
kontrollerde, rs2279590 C/T SNP i¢in ise PEG hastalarinda en yiiksek CT, en diislik
ise CC genotipli bireylerde goriilmistiir (Sekil 3.14).

Total protein konsantrasyonu, incelenen tiim clusterin SNP’leri i¢in tiim genotiplerde

PEG hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla daha yiiksektir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.13: Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotiplerine gére PEG ve PES hastalar1 ile kontrol
gozyas1 orneklerinde clusterin konsantrasyonu.
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Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri igin total
protein konsantrasyonu PEG ve PES hastalarinda CT ve TT genotipli bireylerde
benzer ve CC genotipli bireylere gore yiiksekken, kontrollerde TT ve CC genotipli
bireylerde benzer ve CT genotipli bireylere gore diisiiktiir. Clusterin rs3087554 A/G
SNP ic¢in ise total protein konsantrasyonu PEG ve PES hastalarinda AG ve GG
genotipli bireylerde benzer ve PEG hastalarinda AA genotipli bireylere gore
yiiksekken, PES hastalarinda AA genotipli bireylere gore diisiiktiir. Kontrollerde ise
en yiiksek total protein konsantrasyonu AA genotipli bireylerde goriiliirken, en diisiik
GG genotipli bireylerde goriilmistiir (Sekil 3.16). Ortalama total protein
konsantrasyonu, AG genotipli PEG hastalarinda AG genotipli PES hastalarina
(P=0.013) ve kontrollere (P=0.004) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.48) (Sekil 3.15).

Total protein i¢indeki clusterin orani, clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve
1s2279590 C/T SNP’leri i¢in CC ve TT genotipli bireylerde PEG hastalarinda PES
hastalarina ve kontrollere kiyasla daha yiiksekken, CT genotipli bireylerde ise
kontrollerde PEG ve PES hastalarina kiyasla daha yiiksektir. Clusterin rs3087554 A/G
SNP i¢in ise total protein i¢indeki clusterin orant AA genotipli bireylerde PEG ve PES
hastalarinda benzer ve kontrollerden diisiikken, AG genotipli bireylerde ise PEG
hastalar1 ile kontrollerde benzer ve PES hastalarindan yiiksektir. GG genotipli
bireylerde en yiiksek total protein igindeki clusterin oran1 PES hastalarinda goriiliirken,

en diisiik total protein i¢indeki clusterin orani kontrollerde goriilmiistiir (Sekil 3.17).

Clusterin rs11136000 C/T ve rs1532278 C/T SNP’leri igin total protein igindeki
clusterin oran1 PEG hastalarinda en yiiksek TT genotipli bireylerde goriiliirken, PES
hastalarinda ve kontrollerde CT genotipli bireylerde goriilmiistiir. Clusterin rs2279590
C/T SNP icin total protein i¢indeki clusterin oran1 PEG ve PES hastalarindaki tiim
genotiplerde benzer goriiliirken, kontrollerde en yiiksek CT genotipli bireylerde
gorilmistiir. Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in total protein i¢indeki clusterin orani
ise PEG ve PES hastalarinda en yiikksek GG genotipli bireylerde goriiliirken,
kontrollerde total protein i¢indeki clusterin orant AG ve AA genotipli bireylerde

benzer ve GG genotipli bireylere gore yiiksektir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.15: Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve 1rs2279590 C/T genotiplerine gore PEG ve PES hastalari ile kontrol
gozyasi orneklerinde total protein konsantrasyonu. *PEG-PES-Kontrol P=0.008, PEG vs. PES P=0.013, PEG vs. Kontrol P=0.004
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Sekil 3.16: PEG ve PES hastalari ile kontrol gézyasi 6rneklerinde clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T
genotiplerine gore total protein konsantrasyonu.
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Sekil 3.17: Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotiplerine gére PEG ve PES hastalari ile kontrol
gozyas1 orneklerinde total protein i¢indeki clusterin orani.
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Sekil 3.18: PEG ve PES hastalari ile kontrol gézyas1 drneklerinde clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T
genotiplerine gore total protein i¢indeki clusterin orani.
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3.5.4 Gozyasi érnekleri popiilasyonu icin korelasyon analizi

Gozyas1  oOrneklerinde  belirlenen clusterin  konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani, clusterin polimorfizmleri ve
bazi risk faktorlerinin birbirleri ile korelasyonu PEG ve PES hastalari ile kontrollerde

ayr1 ayr1 analiz edilmistir (Tablo 3.51, 3.52 ve 3.53).

Clusterin ve total protein konsantrasyonu, PEG hastalarinda (r=0.631, P=0.000), PES
hastalarinda (r=0.525, P=0.000) ve kontrollerde (r=0.469, P=0.000) pozitif korelasyon
gostermistir. Ayn1 sekilde clusterin konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin
orani arasinda da PEG hastalarinda (r=0.783, P=0.000), PES hastalarinda (r=0.781,
P=0.000) ve kontrollerde (r=0.663, P=0.000) pozitif korelasyon vardir. Buna goére
clusterin konsantrasyonundaki artis goriildiigiinde total protein konsantrasyonunda ve
total protein i¢indeki clusterin oraninda da artis goriilmiistiir. Clusterin konsantrasyonu
ile sigara kullanimi arasinda PEG hastalarinda pozitif (r=0.225, P=0.045), PES
hastalarinda ise negatif (=—0.260, P=0.019) korelasyon goriilmektedir. Buna gore
sigara kullanan bireylerde PEG hastalig1 goriiliirken, PES hastalig1 goriilmemistir.
Clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki
clusterin orani ile incelenen clusterin polimorfizmleri arasinda korelasyon
goriilmemigstir. PES hastalarinda total protein konsantrasyonu ile sigara kullanimi
arasinda negatif korelasyon goriilmistir (r=0.231, P=0.038), sigara kullanan
bireylerde total protein konsantrasyonu daha azdir. Total protein i¢indeki clusterin
orani ile kalp hastaligi arasinda da negatif korelasyon gorilmiistiir (r=0.255,
P=0.021), kalp hastalig1 olan bireylerde total protein igindeki clusterin orani daha
azdir. Ayrica PEG hastalarinda clusterin rs3087554 A/G genotipleri ile diyabet
hastalig1 arasinda negatif korelasyon goriilmistiir (r=—0.224, P=0.046) (Tablo 3.51,
3.52 ve 3.53).

Incelenen risk faktorleri karsilastirildiginda PES hastalarinda kalp hastalig ile sigara
kullanimi1 arasinda pozitif korelasyon goriiliirken (r=0.304, P=0.006), kontrollerde
hipertansiyon ile sigara kullanimi arasinda negatif korelasyon (r=—0.290, P=0.009)
goriilmistiir (Tablo 3.51, 3.52 ve 3.53).
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Tablo 3.51: PEG hastalarinin gézyasi 6rneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani,
clusterin polimorfizmleri ve bazi risk faktorlerinin korelasyonu.

Clusterin Total Protein To.ta'l Protfein Clusterin Clusterin Clusterin Clusterin _ Kalp Hiper- ) )
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu Ic;mglekl rs11136000 | rs3087554 rs1532278 rs2279590 | Diyabet Hastaligi | tansiyon Sigara Inme
Clusterin Orani CIT AIG CIT CIT
Clusterin Pearson Correlation 1 0.631** 0.783** -0.090 -0.139 -0.090 -0.073 0.160 0.032 0.108 0.225* | -0.100
Konsantrasyonu P 0.000 0.000 0.427 0.218 0.427 0.517 0.156 0.780 0.339 0.045 0.375
Total Protein Pearson Correlation 0.631** 1 0.119 -0.212 -0.141 -0.212 -0.206 0.179 -0.055 0.025 0.152 -0.124
Konsantrasyonu  p 0.000 0.295 0.059 0.212 0.059 0.066 0.112 0.630 0.823 0.177 0.273
Total Protein Pearson Correlation 0.783** 0.119 -0.018 -0.098 -0.018 0.001 0.126 0.094 0.118 0.157 -0.083
gﬂi?:n oram P 0.000 0.295 ! 0.873 0.385 0.873 0.990 0265 | 0.407 0298 | 0163 | 0.465
Clusterin Pearson Correlation -0.090 -0.212 -0.018 1 -0.425** 1.000** 0.987** 0.001 0.104 -0.101 -0.065 0.125
rs11136000C/T P 0.427 0.059 0.873 0.000 0.000 0.000 0.996 0.360 0.371 0.569 0.268
Clusterin Pearson Correlation -0.139 -0.141 -0.098 -0.425** 1 -0.425** -0.430** -0.224* -0.038 0.103 -0.023 0.135
rs3087554 AIG P 0.218 0.212 0.385 0.000 0.000 0.000 0.046 0.739 0.364 0.842 0.231
Clusterin Pearson Correlation -0.090 -0.212 -0.018 1.000** -0.425** 1 0.987** 0.001 0.104 -0.101 -0.065 0.125
rs1532278 CIT P 0.427 0.059 0.873 0.000 0.000 0.000 0.996 0.360 0.371 0.569 0.268
Clusterin Pearson Correlation -0.073 -0.206 0.001 0.987** -0.430** 0.987** 1 0.011 0.113 -0.081 -0.055 0.127
rs2279590 C/T P 0.517 0.066 0.990 0.000 0.000 0.000 0.920 0.317 0.476 0.628 0.263
Diyabet Pearson Correlation 0.160 0.179 0.126 0.001 -0.224* 0.001 0.011 1 0.123 -0.043 0.024 0.032
P 0.156 0.112 0.265 0.996 0.046 0.996 0.920 0.276 0.703 0.831 0.780
. Pearson Correlation 0.032 -0.055 0.094 0.104 -0.038 0.104 0.113 0.123 0.067 -0.147 0.165
Kalp Hastalig 1
P 0.780 0.630 0.407 0.360 0.739 0.360 0.317 0.276 0.555 0.193 0.143
Hipertansiyon Pearson Correlation 0.108 0.025 0.118 -0.101 0.103 -0.101 -0.081 -0.043 0.067 1 -0.143 -0.202
P 0.339 0.823 0.298 0.371 0.364 0.371 0.476 0.703 0.555 0.205 0.072
Sigara Pearson Correlation 0.225* 0.152 0.157 -0.065 -0.023 -0.065 -0.055 0.024 -0.147 -0.143 1 -0.091
P 0.045 0.177 0.163 0.569 0.842 0.569 0.628 0.831 0.193 0.205 0.423
fame Pearson Correlation -0.100 -0.124 -0.083 0.125 0.135 0.125 0.127 0.032 0.165 -0.202 -0.091 1
P 0.375 0.273 0.465 0.268 0.231 0.268 0.263 0.780 0.143 0.072 0.423

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
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Tablo 3.52: PES hastalarinin gbzyas1 6rneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani,
clusterin polimorfizmleri ve bazi risk faktorlerinin korelasyonu.

Total Protein

Clusterin

Clusterin

Clusterin

Clusterin

Korggﬂ]sttgs';onu Kzg;‘:'nfg’st;gr‘]u igindeki rs11136000 | rs3087554 | rs1532278 | rs2279590 | Diyabet Hgﬂﬁgl t;;ﬁ;gn Sigara | inme
Clusterin Orani CIT AIG CIT CIT
Clusterin Pearson Correlation 1 0.525** 0.781** -0.014 -0.080 -0.023 -0.014 0.084 -0.151 0.103 -0.260* | 0.052
Konsantrasyonu P 0.000 0.000 0.900 0.478 0.842 0.899 0.454 0.177 0.362 0.019 0.644
Total Protein Pearson Correlation 0.525** 1 -0.020 -0.065 0.063 -0.075 -0.083 0.000 0.000 0.015 -0.231* | -0.066
Konsantrasyonu P 0.000 0.857 0.567 0.576 0.506 0.464 0.998 0.997 0.892 0.038 0.556
Total Protein Pearson Correlation 0.781** -0.020 -0.012 -0.162 -0.015 0.001 0.044 -0.255* 0.088 -0.204 0.174
gfgftzl:n oram P 0.000 0.857 ! 0.916 0.148 0.897 0.990 0696 | 0.021 0435 | 0068 | 0.121
Clusterin Pearson Correlation -0.014 -0.065 -0.012 1 -0.405** 0.991** 0.963** -0.018 -0.028 -0.023 -0.060 -0.157
rs11136000 C/T P 0.900 0.567 0.916 0.000 0.000 0.000 0.871 0.807 0.835 0.595 0.162
Clusterin Pearson Correlation -0.080 0.063 -0.162 -0.405** 1 -0.401** -0.436** 0.059 -0.135 -0.105 -0.016 0.065
rs3087554 AIG P 0.478 0.576 0.148 0.000 0.000 0.000 0.599 0.230 0.350 0.884 0.562
Clusterin Pearson Correlation -0.023 -0.075 -0.015 0.991** -0.401** 1 0.972** -0.028 -0.038 -0.038 -0.015 -0.161
rs1532278 C/T P 0.842 0.506 0.897 0.000 0.000 0.000 0.801 0.734 0.733 0.898 0.152
Clusterin Pearson Correlation -0.014 -0.083 0.001 0.963** -0.436** 0.972** 1 -0.033 -0.040 0.006 0.001 -0.159
rs2279590 C/T P 0.899 0.464 0.990 0.000 0.000 0.000 0.771 0.720 0.959 0.995 0.157
Diyabet Pearson Correlation 0.084 0.000 0.044 -0.018 0.059 -0.028 -0.033 1 -0.214 0.186 0.057 0.172
P 0.454 0.998 0.696 0.871 0.599 0.801 0.771 0.054 0.096 0.613 0.124
Kalp Hastalig Pearson Correlation -0.151 0.000 -0.255* -0.028 -0.135 -0.038 -0.040 -0.214 1 -0.027 0.304** | -0.077
P 0.177 0.997 0.021 0.807 0.230 0.734 0.720 0.054 0.808 0.006 0.495
Hipertansiyon Pearson Correlation 0.103 0.015 0.088 -0.023 -0.105 -0.038 0.006 0.186 -0.027 1 0.012 -0.108
P 0.362 0.892 0.435 0.835 0.350 0.733 0.959 0.096 0.808 0.913 0.338
Sigara Pearson Correlation -0.260* -0.231* -0.204 -0.060 -0.016 -0.015 0.001 0.057 0.304** 0.012 1 -0.037
P 0.019 0.038 0.068 0.595 0.884 0.898 0.995 0.613 0.006 0.913 0.743
fnme Pearson Correlation 0.052 -0.066 0.174 -0.157 0.065 -0.161 -0.159 0.172 -0.077 -0.108 -0.037 1
P 0.644 0.556 0.121 0.162 0.562 0.152 0.157 0.124 0.495 0.338 0.743

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamhidir (2-tailed).
* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
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Tablo 3.53: Kontrol gézyas1 6rneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani, clusterin

polimorfizmleri ve bazi risk faktorlerinin korelasyonu.

Total Protein

Clusterin

Clusterin

Clusterin

Clusterin

Koncsgﬁtrzrs'gonu Kgggﬂfr;‘);;ézu igindeki rs11136000 | rs3087554 | rs1532278 | rs2279590 | Diyabet ngﬁgl t:]'sﬁ‘;gn Sigara | inme
Clusterin Orani CIT AIG CIT CIT
Clusterin Pearson Correlation 1 0.469** 0.663** -0.157 0.131 -0.157 -0.166 0.104 -0.021 0.052 -0.107 -0.092
Konsantrasyonu P 0.000 0.000 0.164 0.246 0.164 0.140 0.360 0.856 0.646 0.347 0.417
Total Protein Pearson Correlation 0.469** 1 -0.197 0.000 0.158 0.000 -0.031 -0.092 0.211 0.006 -0.108 -0.078
Konsantrasyonu P 0.000 0.080 0.998 0.161 0.998 0.785 0.417 0.061 0.961 0.338 0.494
Total Protein Pearson Correlation 0.663** -0.197 -0.059 -0.017 -0.059 -0.045 0.126 -0.184 0.089 0.063 0.040
Icqlllrllgt?;iln Orani P 0.000 0.080 ! 0.606 0.882 0.606 0.692 0.266 0.103 0.431 0.581 0.723
Clusterin Pearson Correlation -0.157 0.000 -0.059 1 -0.413** 1.000** 0.961** 0.055 0.088 0.028 -0.090 0.165
rs11136000 C/T p 0.164 0.998 0.606 0.000 0.000 0.000 0.628 0.439 0.805 0.430 0.142
Clusterin Pearson Correlation 0.131 0.158 -0.017 -0.413** 1 -0.413** -0.388** -0.015 0.087 -0.127 -0.108 -0.027
rs3087554 A/G P 0.246 0.161 0.882 0.000 0.000 0.000 0.896 0.441 0.263 0.339 0.813
Clusterin Pearson Correlation -0.157 0.000 -0.059 1.000** -0.413** 1 0.961** 0.055 0.088 0.028 -0.090 0.165
rs1532278 C/T P 0.164 0.998 0.606 0.000 0.000 0.000 0.628 0.439 0.805 0.430 0.142
Clusterin Pearson Correlation -0.166 -0.031 -0.045 0.961** -0.388** 0.961** 1 0.023 0.090 0.029 -0.055 0.169
rs2279590 C/T P 0.140 0.785 0.692 0.000 0.000 0.000 0.842 0.430 0.801 0.629 0.135
Diyabet Pearson Correlation 0.104 -0.092 0.126 0.055 -0.015 0.055 0.023 1 0.013 -0.061 -0.046 0.115
P 0.360 0.417 0.266 0.628 0.896 0.628 0.842 0.911 0.590 0.687 0.312
Kalp Hastalig Pearson Correlation -0.021 0.211 -0.184 0.088 0.087 0.088 0.090 0.013 1 -0.091 -0.216 0.036
P 0.856 0.061 0.103 0.439 0.441 0.439 0.430 0.911 0.421 0.055 0.754
Hipertansiyon Pearson Correlation 0.052 0.006 0.089 0.028 -0.127 0.028 0.029 -0.061 -0.091 1 -0.290** 0.034
P 0.646 0.961 0.431 0.805 0.263 0.805 0.801 0.590 0.421 0.009 0.768
Sigara Pearson Correlation -0.107 -0.108 0.063 -0.090 -0.108 -0.090 -0.055 -0.046 -0.216 -0.290** 1 0.192
P 0.347 0.338 0.581 0.430 0.339 0.430 0.629 0.687 0.055 0.009 0.087
fnme Pearson Correlation -0.092 -0.078 0.040 0.165 -0.027 0.165 0.169 0.115 0.036 0.034 0.192 1
P 0.417 0.494 0.723 0.142 0.813 0.142 0.135 0.312 0.754 0.768 0.087

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
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Clusterin rs11136000 C/T genotipleri ile rs3087554 A/G genotipleri arasinda PEG
hastalarinda (r=0.425, P=0.000), PES hastalarinda (r=0.405, P=0.000) ve
kontrollerde (r=—0.413, P=0.000) negatif korelasyon goriiliirken, rs11136000 C/T
genotipleri ile rs1532278 C/T (PEG ve kontrol i¢in r=1.000, P=0.000, PES igin
r=0.991, P=0.000) ve rs2279590 C/T (PEG i¢in r=0.987, P=0.000, PES i¢in r=0.963,
P=0.000, kontrol i¢in r=0.961, P=0.000) genotipleri arasinda ise pozitif korelasyon
gorilmistiir. Clusterin rs3087554 A/G genotipleri ile rs1532278 C/T genotipleri (PEG
i¢cin r=0.425, P=0.000, PES i¢in r=0.401, P=0.000, kontrol i¢in r=0.413, P=0.000)
ve 153087554 A/G genotipleri ile rs2279590 C/T genotipleri (PEG igin r=—0.430,
P=0.000, PES i¢in r—0.436, P=0.000, kontrol i¢in r=0.388, P=0.000) arasinda
negatif korelasyon goriilmistiir. Clusterin rs1532278 C/T genotipleri ile rs2279590
C/T genotipleri PEG hastalarinda (r=0.987, P=0.000), PES hastalarinda (r=0.972,
P=0.000) ve kontrollerde (r=0.961, P=0.000) ise pozitif korelasyon goriilmiistiir
(Tablo 3.51, 3.52 ve 3.53).

3.6 Akéz Humor ve Goézyasindaki Protein Seviyeleri Arasindaki iliski

Hem ak6z humor hem de gézyas1 6rnegi alinmis olan 10 PEG hastasi, 11 PES hastasi
ve 15 kontrol bireyinde clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein
i¢indeki clusterin orani arasindaki korelasyona bakilmistir (Tablo 3.54, 3.55 ve 3.56).
3.4.4 kisminda akdéz humor Ornekleri popiilasyonunda ve 3.5.4 kisminda gozyasi
ornekleri popiilasyonunda yapilan korelasyon analizlerinde elde edilen sonuglar ile bu
kisimda yapilan analizler benzer sonuclar vermistir. PEG hastalar1 ile kontrollerde
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orani
acisindan akéz humor ve gozyasi Ornekleri arasinda herhangi bir korelasyon
goriilmemistir. PES hastalarinda akdz humor clusterin konsantrasyonu ile gzyasi total
protein konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir (r=0.733, P=0.010)

(Tablo 3.55).
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Tablo 3.54:PEG hastalarin akdéz humor ve gozyast Orneklerinde clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani
korelasyonu.

. . Gozyast
Akdz Akoz Akoz Humf)r i Total
Humor Total Protein Gozyast . -
Humor C . : Gozyas1 Total Protein
; Total Igindeki Clusterin - C .
Clusterin - - Protein Kons. I¢indeki
Protein Clusterin Kons. .
Kons. Clusterin
Kons. Orani
Orant
Akoz Humor Pearson 0.559 0.701(*) -0.186 -0.561 0271
Clusterin Correlation 1
Konsantrasyonu P 0.093 0.024 0.606 0.091 0.448
Akéz Humor  Pearson 0.559 -0.149 -0.377 -0.439 -0.190
Total Protein Correlation 1
Konsantrasyonu P 0.093 0.681 0.282 0.205 0.598
Akoz Humor Pearson "
Total Protein Correlation 0.701(*) -0.149 1 et R e/
Igindeki
Clusterin Orani P 0.024 0.681 0.817 0.349 0.154
Gozyasi Pearson ) ) 205 "
Clusterin Correlation 0.186 0.377 0.084 1 0.754(*) 0.726(*)
Konsantrasyonu P 0.606 0.282 0.817 0.012 0.017
Gozyas: Total  Pearson. -0.561 -0.439 -0.332 0.754(*) 0.126
Protein Correlation 1
Konsantrasyonu P 0.091 0.205 0.349 0.012 0.729
Gozyasi Total — Pearson 0.271 -0.190 0.487 0.726(%) 0.126
Protein Igindeki ~ Correlation 1
Clusterin Oran1 P 0.448 0.598 0.154 0.017 0.729

* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).

Tablo 3.55:PES hastalarinin akdz humor ve gozyast oOrneklerinde clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein igindeki clusterin orani
korelasyonu.

Akéz Akoz Akoz Humor Gézvast Gozyas1 Total
N Humor Total Protein Gozyas1 0zyas Protein
Humor - . ; Total . .
. Total Igindeki Clusterin - Igindeki
Clusterin - - Protein ]
K Protein Clusterin Kons. Clusterin
ons. Kons.
Kons. Orani Orani
Akdz Humor Pearson ok * * _
Clusterin Correlation n 0.760(**) 0.627(*) 0.302 0.733(*) 0.311
Konsantrasyonu P 0.007 0.039 0.367 0.010 0.352
Akoz Humor Pearson . )
Total Protein Correlation 0.760(**) 1 0.144 0.076 0.566 0.457
Konsantrasyonu P 0.007 0.672 0.823 0.070 0.158
Ak6z Humor Pearson -
Total Protein Correlation 0.627(*) 0.144 1 D == O
Igindeki
Clusterin Orani P 0.039 0.672 0.716 0.324 0.705
Gozyast Pearson .
Clusterin Correlation 0.302 0.076 0.124 1 0.429 0.696(*)
Konsantrasyonu P 0.367 0.823 0.716 0.188 0.017
Gozyas1 Total Pearson . )
Protein Correlation 0.733(*) 0.566 0.328 0.429 1 0.276
Konsantrasyonu P 0.010 0.070 0.324 0.188 0.412
Gozyasi Total — Pearson -0.311 -0.457 -0.129 0.696(*) -0.276
Protein Igindeki ~ Correlation 1
Clusterin Oran1 P 0.352 0.158 0.705 0.017 0.412

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
* Korelasyon 0.05 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).
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Tablo 3.56: Kontrol akéz humor ve gozyast orneklerinde clusterin konsantrasyonu,
total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin oran1 korelasyonu.

AKG Akodz Akoz Humor Gozyas1
Humér Humor Total Protein Gozyast Gozyast Total Protein
Clusterin Total fgindeki Clusterin | Total Protein Iindeki
Kons Protein Clusterin Kons. Kons. Clusterin
' Kons. Orani Orani
Akdz Humor  Pearson. -0.070 0.923(**) 0.267 -0.367 0.453
Clusterin Correlation 1
Konsantrasyonu P 0.804 0.000 0.336 0.178 0.090
AkdzHumor  Pearson. -0.070 -0.356 -0.184 0.284 -0.295
Total Protein Correlation 1
Konsantrasyonu P 0.804 0.193 0.511 0.304 0.286
Akdz Humor Pearson o
Total Protein Correlation | 0-923¢**) | -0.356 . 0.207 -0.465 0.462
Icindeki
Clusterin Oran: P 0.000 0.193 0.460 0.080 0.083
Gozyast Pearson | -
Clusterin Correlation 0.267 0.184 0.207 1 0.285 0.857(**)
Konsantrasyonu P 0.336 0.511 0.460 0.304 0.000
Gozyasi Total  Pearson -0.367 0.284 -0.465 0.285 -0.123
Protein Correlation 1
Konsantrasyonu P 0.178 0.304 0.080 0.304 0.663
Gozyast Total Pearson 4 02 162 7(x% 012
Protein igindeki  Correlation 0.453 0.295 0.46 0.857(**) 0.123 1
Clusterin Oram1 P 0.090 0.286 0.083 0.000 0.663

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir (2-tailed).

3.7 Lojistik Regresyon Analizi

Iki degiskenli lojistik regresyon (binary logistic regression) analizi yapilirken tiim
analizlerde backward stepwise (likelihood ratio) metodu kullanilmis ve arastirilan
parametreler ile farkli modeller olusturularak analiz yapilmistir. Yapilan iki degiskenli
lojistik regresyon analizinde PEG hastaligi ile kontroller (Model 1.1 ve 2.1) ve PES
hastalig1 ile kontroller (Model 1.2 ve 2.2) arasindaki iligkiye bakilmstir.

Analiz i¢in 2 model olusturulmustur. 213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol
bireyinden olusan tiim popiilasyon (tiim ¢alisma grubu) i¢in lojistik regresyon analizi
Model 1 baslig1 altinda yapilmistir. 80 PEG hastasi, 81 PES hastas1 ve 80 kontrol
bireyinden olusan gozyasi1 ornekleri popiilasyonu icin lojistik regresyon analizi ise
Model 2 baghg altinda yapilmistir. Model 2’de Model 1°den farkli olarak
gozyasindaki clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki
clusterin oran1 datasi da analize dahil edilmistir. Her iki modelde de PEG hastalig1 ve

kontroller ile PES hastalig1 ve kontroller arasindaki iligki ayr1 ayr1 ele alinmistir.

Iki degiskenli lojistik regresyon analizi i¢in her modelde 3 alt model kullanilmistir.
Bunlar genotipler i¢in toplu (additive) model, dominant model ve resesif modeldir. Bu

alt modeller analize tek tek es degisken olarak eklenerek her birinin etkisine ayr1 ayri
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bakilmistir. Toplu modelde minér alelin (polimorfik alel) homozigot olma durumu,
yabanil alelin homozigot olma durumu ve heterozigot olma durumu ayr1 ayr1 modelde
yer almistir. Dominant modelde minér alelin homozigot ve heterozigot olma
durumunun hastalik ile iligskisine, resesif modelde ise mindr alelin homozigot olma
durumunun hastalik ile iligkisine bakilmigtir. Dominant modelde minér alelin

dominant, resesif modelde ise minor alelin resesif karakterde oldugu varsayilmistir.

Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri i¢in (T minor
alel) resesif modelde TT genotipinin CT ve CC genotipine gore, dominant modelde
TT ve CT genotipinin CC genotipine gore, toplu modelde ise her bir genotipin hastalik
ile iligkisine bakilmistir. Clusterin rs3087554 A/G igin ise (G mindr alel) resesif
modelde GG genotipinin AG ve AA genotipine gore, dominant modelde GG ve AG
genotipinin AA genotipine gore, toplu modelde ise her bir genotipin hastalik ile iligkisi

incelenmistir.

Es degisken olarak atanan parametreler i¢in lojistik regresyon analizinden once es
lineerlik istatistigi (collinearity statistics) yapilmis ve es lineerlik goriilen parametreler
hep beraber degil, her seferinde biri modele eklenerek analiz edilmistir. Tim
modellerde clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri es
lineerlik gostermistir. Bu nedenle bu SNP’lerin her biri incelendikleri modele diger

parametreler ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir.
MODEL 1: Tiim popiilasyon

Bu modelde 213 PEG hastasi, 214 PES hastast ve 215 kontrolden olusan tiim
poplilasyonda incelenen 4 clusterin SNP’sinin genotipleri, cinsiyet ile diyabet, kalp
hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara gibi risk faktorleri incelenmistir. Bu
poplilasyondaki PEG hastalig1 ile kontroller arasinda analizler Model 1.1 altinda
yapilirken ve PES hastalig1 ile kontroller arasindaki analizler Model 1.2 altinda
yapilmistir.

Model 1.1: Tiim popiilasyonda PEG vs. Kontrol

Bu modelin 3 alt modelinde de PEG hastalig1 ile kontrol olma durumu bagiml
degisken olarak atanirken, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve

sigara kullanma durumu es degisken olarak atanmistir. Her alt modelde bu es
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degiskenlere ek olarak incelenen clusterin genetik polimorfizmlerinin genotip bilgileri

de alt model icerigine uygun olarak es degisken olarak eklenmistir.
Model 1.1.1: Toplu genotip modeli

Bu modelde PEG hastalig ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelen tim SNP’lerin her bir genotipi ayri ayr1 belirtilerek es degisken olarak
eklenmistir. Bolim 3.7°de de belirtildigi gibi rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve
1s2279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi igin bu SNP’lerin her biri incelendikleri

modele diger parametreler ile beraber ayri ayri1 eklenmisglerdir.

Bu modelin sonuglarina gore cinsiyet PEG i¢in belirleyici olarak bulunmustur
(OR=1.761, %95 CI=1.198-2.589, P=0.004). Erkek olmak PEG ile 1.8 kat iligkilidir
(Tablo 3.57). Bu model vakalarin %57.7°sini dogru tahmin etmis ve Hosmer-
Lemeshow goodness-of-fit testi de modelin kalibrasyonunun giivenilir oldugunu

gostermistir (chi-square=0.001, 1 degrees of freedom, P=0.978).

Tablo 3.57:Model 1.1: Tiim popiilasyonda PEG hastaligi risk faktorlerinin toplu,
dominant ve resesif genotip modelinde iki degiskenli lojistik regresyon analizi.

Parametre OR %095 CI P
Cinsiyet (erkek) 1.761 1.198-2.589 | 0.004

Model 1.1.2: Dominant genotip modeli

Bu modelde PEG hastalig1 ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelenen tiim SNP’lerde minér alelin homozigot ve heterozigot olma durumu birlikte
riskli genotip olarak degerlendirilerek es degisken olarak eklenmistir. Clusterin
rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi
icin bu SNP’lerin her biri incelendikleri modele diger parametreler ile beraber ayr1 ayri
eklenmislerdir. Bu modelde toplu genotip modelindekiyle birebir ayn1 sonuglar elde

edilmistir (Tablo 3.57).
Model 1.1.3: Resesif genotip modeli

Bu modelde PEG hastalig ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,

cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
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incelenen tiim SNP’lerde mindr alelin homozigot olma durumu riskli genotip olarak
degerlendirilerek es degisken olarak eklenmistir. Clusterin rs11136000 C/T,
rs1532278 C/T ve 12279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi icin bu SNP’lerin
her biri incelendikleri modele diger parametreler ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir.
Bu modelde de toplu genotip modelindekiyle birebir ayni sonuclar elde edilmistir
(Tablo 3.57).

Genel olarak Model 1.1, PEG i¢in belirleyici faktor olarak sadece cinsiyeti géstermistir

ve erkek olmak PEG ile 1.8 kat iligkilidir (Tablo 3.57).
Model 1.2: Tiim popiilasyonda PES vs. Kontrol

Bu modelin 3 alt modelinde de PES hastalig1 ile kontrol olma durumu bagiml
degisken olarak atanirken, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve
sigara kullanma durumu es degisken olarak atanmistir. Her alt modelde bu es
degiskenlere ek olarak incelenen clusterin genetik polimorfizmlerinin genotip bilgileri

de alt model igcerigine uygun olarak es degisken olarak eklenmistir.
Model 1.2.1: Toplu genotip modeli

Bu modelde PES hastalig1 ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelen tim SNP’lerin her bir genotipi ayri ayr1 belirtilerek es degisken olarak
eklenmistir. Bolim 3.7°de de belirtildigi gibi rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve
1s2279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi igin bu SNP’lerin her biri incelendikleri
modele diger parametreler ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir. PES hastaligi ile iliskili

herhangi bir parametre bulunmamastir.
Model 1.2.2: Dominant genotip modeli

Bu modelde PES hastaligi ile kontrol olma durumu bagiml degisken olarak atanirken,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelenen tiim SNP’lerde minér alelin homozigot ve heterozigot olma durumu riskli
genotip olarak degerlendirilerek es degisken olarak eklenmistir. Clusterin rs11136000
C/T, 151532278 C/T ve 12279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi i¢in bu
SNP’lerin her biri incelendikleri modele diger parametreler ile beraber ayri ayri

eklenmislerdir. PES hastaligi ile iligkili herhangi bir parametre bulunmamustir.
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Model 1.2.3: Resesif genotip modeli

Bu modelde PES hastalig1 ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelenen tiim SNP’lerde mindr alelin homozigot olma durumu riskli genotip olarak
degerlendirilerek es degisken olarak eklenmistir. Clusterin rs11136000 C/T,
rs1532278 C/T ve 1rs2279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi i¢in bu SNP’lerin
her biri incelendikleri modele diger parametreler ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir.

PES hastalig1 ile iliskili herhangi bir parametre bulunmamustir.

Genel olarak Model 1.2°de PES hastalig1 ile iligkili herhangi bir parametre

bulunamamastir.
MODEL 2: Goézyas: érnekleri popiilasyonu

Bu modelde 80 PEG hastasi, 81 PES hastas1 ve 80 kontrol bireyinden olusan gozyasi
ornekleri popiilasyonunda clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein
icindeki clusterin orani, 4 clusterin SNP’sinin genotipleri, cinsiyet ile diyabet, kalp
hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara gibi risk faktorleri incelenmistir. Bu
poplilasyondaki PEG hastalig1 ile kontroller arasinda analizler Model 2.1 altinda
yapilirken ve PES hastali§i ile kontroller arasindaki analizler Model 2.2 altinda

yapilmistir.
Model 2.1: Gozyasi 6rnekleri popiilasyonunda PEG vs. Kontrol

Bu modelin 3 alt modelinde de PEG hastalig1 ile kontrol olma durumu bagimli
degisken olarak atanirken, clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein
icindeki clusterin orani, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara
kullanma durumu es degisken olarak atanmistir. Her alt modelde bu es degiskenlere
ek olarak incelenen clusterin genetik polimorfizmlerinin genotip bilgileri de alt model

icerigine uygun olarak es degisken olarak eklenmistir.
Model 2.1.1: Toplu genotip modeli

Bu modelde PEG hastalig1 ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelen tim SNP’lerin her bir genotipi ayr1 ayr1 belirtilerek es degisken olarak

eklenmistir. Bolim 3.7’de de belirtildigi gibi rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve
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1rs2279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi i¢in bu SNP’lerin her biri incelendikleri
modele diger parametreler ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir. Ayrica clusterin ve total
protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orami da es lineerlik
gosterdiginden bu parametrelerin her biri de incelendiklere modele diger parametreler

ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir.

Incelenen toplu genotip modeline gére PEG ile erkek olmak ~2.0 kat (Es lineer
clusterin rs11136000 ve rs1532278 ayr1 ayr1 eklendiginde OR=2.051, %95 CI=1.071-
3.928, P=0.030; es lineer clusterin rs2279590 ayr1 olarak eklendiginde OR=1.992,
%95 CI=1.046-3.792, P=0.036) iliskilidir. PEG icin clusterin rs11136000 C/T
SNP’sinde CC genotipi, TT genotipi ile kiyaslandiginda ~3.0 kat (OR=2.989, %95
Cl=1.224-7.300, P=0.016) ve CT genotipi TT genotipi ile kiyaslandiginda ise ~3.4 kat
(OR=3.436, %95 CI=1.446-8.165, P=0.005) iligkili gorilmiistiir. Clusterin rs1532278
C/T SNP’sinde CC genotipi, TT genotipi ile kiyaslandiginda ve CT genotipi, TT
genotipi ile kiyaslandiginda da rs11136000 C/T SNP ile ayn1 oranlarda PEG ile iligkili
bulunmustur. PEG i¢in clusterin rs2279590 C/T SNP’sinde CC genotipi, TT genotipi
ile kiyaslandiginda ~2.7 kat (OR=2.702, %95 CI=1.120-6.533, P=0.027) ve CT
genotipi TT genotipi ile kiyaslandiginda ise ~2.6 kat (OR=2.645, %95 CI=1.135-
6.165, P=0.024) iliskili goriilmiistiir (Tablo 3.58).

Tablo 3.58:Model 2.1.1: Gozyas1 Ornekleri popiilasyonunda PEG hastaligi risk
faktorlerinin toplu genotip modelinde iki degiskenli lojistik regresyon analizi.

Parametre OR %095 ClI P
Cinsiyet (erkek) (Es lineer clusterin
rs11136000 ve rs1532278 ayri ayri 2.051 1.071-3.928 0.030

eklendiginde)*
Clusterin rs11136000 ve rs1532278 igin CC
genotipi TT genotipi ile kiyaslandiginda*

Clusterin rs11136000 ve rs1532278 i¢in CT
genotipi TT genotipi ile kiyaslandiginda*

2.989 1.224-7.300 0.016

3.436 1.446-8.165 0.005

Cinsiyet (erkek) (Es lineer clusterin
rs2279590 ayr olarak eklendiginde)
Clusterin rs2279590 i¢in CC genotipi TT
genotipi ile kiyaslandiginda

Clusterin rs2279590 i¢in CT genotipi TT
genotipi ile kiyaslandiginda

*Es lineer clusterin rs11136000 C/T SNP modele eklendiginde elde edilen degerler, clusterin rs1532278
C/T SNP modele eklendiginde ¢ikan sonuglarla birebir ayni oldugundan tek bir satirda belirtilmiglerdir.

1.992 1.046-3.792 0.036

2.706 1.120-6.533 0.027

2.645 1.135-6.165 0.024
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Bu model clusterin rs11136000 C/T SNP modele eklendiginde ve clusterin rs1532278
C/T SNP modele eklendiginde vakalarin %65.6’sin1 dogru tahmin etmis ve Hosmer-
Lemeshow goodness-of-fit testi de modelin kalibrasyonunun giivenilir oldugunu
gOstermistir (chi-square=7.957, 4 degrees of freedom, P=0.093). Bu model clusterin
r$2279590 C/T SNP modele eklendiginde vakalarin %63.8’ini dogru tahmin etmis ve
Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit testi de modelin kalibrasyonunun giivenilir

oldugunu géstermistir (chi-square=3.825, 4 degrees of freedom, P=0.430).
Model 2.1.2: Dominant genotip modeli

Bu modelde PEG hastaligi ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orani,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelenen tiim SNP’lerde mindr alelin homozigot ve heterozigot olma durumu riskli
genotip olarak degerlendirilerek es degisken olarak eklenmistir. Clusterin rs11136000
CIT, rs1532278 C/T ve 152279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi igin bu
SNP’lerin her biri incelendikleri modele diger parametreler ile beraber ayri ayri
eklenmislerdir. Ayrica clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein
icindeki clusterin orani da es lineerlik gosterdiginden bu parametrelerin her biri de

incelendiklere modele diger parametreler ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir.

Incelenen dominant genotip modeline gére PEG ile erkek olmak ~2.1 kat (OR=2.058,
%95 CI1=1.083-3.911, P=0.028) iliskili bulunmustur. Clusterin rs3087554 A/G igin
GG ve AG genotipi PEG ile ~2.4 kat (OR=2.365, %95 CI=1.132-4.944, P=0.022)
iligkilidir (Tablo 3.59). AA genotipi PEG i¢in ~2.4 kat koruyucu goriinmektedir. Bu
model vakalarin %62.5’ini dogru tahmin etmis ve Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit
testi de modelin kalibrasyonunun giivenilir oldugunu gdstermistir (chi-square=1.134,

2 degrees of freedom, P=0.567).

Tablo 3.59:Model 2.1.2: Gozyast Ornekleri popiilasyonunda PEG hastaligi risk
faktorlerinin dominant genotip modelinde iki degiskenli lojistik regresyon analizi.

Parametre OR 2095 CI P

Cinsiyet (erkek) 2.058 | 1.083-3.911 | 0.028

Clusterin rs3087554 i¢in GG ve AG
genotipi ile AA genotipi kiyaslandiginda

2.365 1.132-4.944 | 0.022
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Model 2.1.3: Resesif genotip modeli

Bu modelde PEG hastaligi ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orani,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelenen tiim SNP’lerde minér alelin homozigot olma durumu riskli genotip olarak
degerlendirilerek es degisken olarak eklenmistir. Clusterin rs11136000 C/T,
rs1532278 C/T ve 12279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi icin bu SNP’lerin
her biri incelendikleri modele diger parametreler ile beraber ayri ayr1 eklenmislerdir.
Ayrica clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin
orani da es lineerlik gosterdiginden bu parametrelerin her biri de incelendiklere modele

diger parametreler ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir.

Incelenen resesif genotip modeline gore PEG ile erkek olmak ~2.0 kat (Es lineer
clusterin rs11136000 ve rs1532278 ayr1 ayr1 eklendiginde OR=2.054, %95 CI=1.073-
3.932, P=0.030; es lineer clusterin rs2279590 ayri olarak eklendiginde OR=1.990,
%95 CI1=1.046-3.786, P=0.036) iliskilidir. PEG i¢in clusterin rs11136000 C/T
SNP’sinde CT ve CC genotipi, TT genotipi ile kiyaslandiginda ~3.2 kat (OR=3.226,
%95 CI=1.451-7.174, P=0.004) iliskili goriilmiistiir. Clusterin rs1532278 C/T
SNP’sinde CT ve CC genotipi, TT genotipi ile kiyaslandiginda da rs11136000 C/T
SNP ile ayni oranlarda PEG ile iliskili bulunmustur. PEG i¢in clusterin rs2279590 C/T
SNP’sinde CT ve CC genotipi, TT genotipi ile kiyaslandiginda ise ~2.7 kat
(OR=2.672, %95 Cl=1.222-5.840, P=0.014) iliskili gorilmiistiir (Tablo 3.60).

Tablo 3.60:Model 2.1.3: Gozyast Ornekleri popiilasyonunda PEG hastaligi risk
faktorlerinin resesif genotip modelinde iki degiskenli lojistik regresyon analizi.

Parametre OR %095 CI P

Cinsiyet (erkek) (Es lineer clusterin rs11136000
ve 151532278 ayr1 ayn eklendiginde)*

Clusterin rs11136000 ve rs1532278 i¢in CT ve
CC genotipi TT genotipi ile kiyaslandiginda*
Cinsiyet (erkek) (Es lineer clusterin rs2279590
ayr1 olarak eklendiginde)

Clusterin rs2279590 i¢in CT ve CC genotipi TT
genotipi ile kiyaslandiginda

*Egs lineer clusterin rs11136000 C/T SNP modele eklendiginde elde edilen degerler, clusterin rs1532278 C/T
SNP modele eklendiginde ¢ikan sonuglarla birebir ayni oldugundan tek bir satirda belirtilmislerdir.

2.054 1.073-3.932 0.030

3.226 1.451-7.174 0.004

1.990 1.046-3.786 0.036

2.672 1.222-5.840 0.014
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Resesif genotip modeli clusterin rs11136000 C/T SNP modele eklendiginde ve
clusterin rs1532278 C/T SNP modele eklendiginde vakalarin %65.6’sin1 dogru tahmin
etmistir. Bu model clusterin rs2279590 C/T SNP modele eklendiginde ise vakalarin
%63.8’ini dogru tahmin etmis ve Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit testi de modelin
kalibrasyonunun giivenilir oldugunu gostermistir (chi-square=3.790, 2 degrees of
freedom, P=0.150).

Genel olarak Model 2.1’in tiim alt modellerinde PEG ile erkek olmak ~2 kat iliskili
cikmistir. Ayrica PEG ile Model 2.1.1°de clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T
ve 152279590 C/T icin CT genotipi ve CC genotipi ayr1 ayrt TT genotipi ile
kiyaslandiginda ~3 kat, Model 2.1.2°de clusterin rs3087554 A/G i¢in GG ve AG
genotipi AA genotipi ile kiyaslandiginda ~2.4 kat ve Model 2.1.3’te clusterin
rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T igin CT ve CC genotipi TT
genotipi ile kiyaslandiginda ~3 kat iligkili bulunmustur (Tablo 3.58, 3.59 ve 3.60).

Model 2.2: Gozyas1 6rnekleri popiilasyonunda PES vs. Kontrol

Bu modelin 3 alt modelinde de PES hastalig1 ile kontrol olma durumu bagimh
degisken olarak atanirken, clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein
icindeki clusterin orani, cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara
kullanma durumu es degisken olarak atanmistir. Her alt modelde bu es degiskenlere
ek olarak incelenen clusterin genetik polimorfizmlerinin genotip bilgileri de alt model

icerigine uygun olarak es degisken olarak eklenmistir.
Model 2.2.1 Toplu genotip modeli

Bu modelde PES hastaligi ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelen tiim SNP’lerin her bir genotipi ayr1 ayr1 belirtilerek es degisken olarak
eklenmistir. Boliim 3.7°de de belirtildigi gibi rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve
1s2279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi icin bu SNP’lerin her biri incelendikleri
modele diger parametreler ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir. Ayrica clusterin ve total
protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orani da es lineerlik
gosterdiginden bu parametrelerin her biri de incelendiklere modele diger parametreler

ile beraber ayr1 ayr1 eklenmislerdir.
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Incelenen toplu genotip modeline gore PES ile erkek olmak ~2.2 kat (OR=2.169, %95
Cl1=1.126-4.180, P=0.021) iliskilidir (Tablo 3.61). Bu model vakalarin %62.7’sini
dogru tahmin etmis ve Hosmer-Lemeshow goodness-of-fit testi de modelin
kalibrasyonunun giivenilir oldugunu gostermistir (chi-square=0.867, 3 degrees of
freedom, P=0.833).

Tablo 3.61:Model 2.2: Gozyast Ornekleri popiilasyonunda PES hastaligi risk
faktorlerinin toplu, dominant ve resesif genotip modelinde iki degiskenli lojistik
regresyon analizi.

Parametre OR %095 CI P
Cinsiyet (erkek) 2.169 1.126-4.180 0.021

Model 2.2.2 Dominant genotip modeli

Bu modelde PES hastalig1 ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani,
cinsiyet, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelenen tiim SNP’lerde minér alelin homozigot ve heterozigot olma durumu riskli
genotip olarak degerlendirilerek es degisken olarak eklenmistir. Clusterin rs11136000
C/T, rs1532278 C/T ve 12279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi i¢in bu
SNP’lerin her biri incelendikleri modele diger parametreler ile beraber ayri ayri
eklenmislerdir. Ayrica clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein
icindeki clusterin orani da es lineerlik gosterdiginden bu parametrelerin her biri de
incelendiklere modele diger parametreler ile beraber ayr1 ayri eklenmislerdir. Bu

model toplu genotip modelindekiyle birebir ayni sonuglar1 vermistir (Tablo 3.61).
Model 2.2.3 Resesif genotip modeli

Bu modelde PES hastaligi ile kontrol olma durumu bagimli degisken olarak atanirken,
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orant,
cinsiyet, diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, inme ve sigara kullanma durumu ile
incelenen tiim SNP’lerde mindr alelin homozigot olma durumu riskli genotip olarak
degerlendirilerek es degisken olarak eklenmistir. Clusterin rs11136000 C/T,
rs1532278 C/T ve 1rs2279590 C/T SNP’leri es lineerlik gosterdigi i¢in bu SNP’lerin
her biri incelendikleri modele diger parametreler ile beraber ayri ayri1 eklenmislerdir.
Ayrica clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin

orani da es lineerlik gosterdiginden bu parametrelerin her biri de incelendiklere modele
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diger parametreler ile beraber ayri ayri eklenmislerdir. Bu model toplu modeldekiyle

birebir ayni sonuglart vermistir (Tablo 3.61).

Genel olarak Model 2.2 PES igin belirleyici faktor olarak cinsiyeti gostermistir. PES
ile erkek olmak ~2.2 kat iligkilidir (Tablo 3.61).
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4. TARTISMA

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES), yasa bagli olarak gelisen, hiicre dis1 matrikste
lifsi materyallerin hem okiiler dokularda hem de ¢esitli i¢ organlarda birikmesi ile
karakterize edilen sistemik bir bozukluktur (Andrikopoulos vd., 2014).
Psodoeksfoliasyon sebebiyle olusan glokoma psddoeksfoliatif glokom (PEG) adi
verilir ve PEG tedavi edilmediginde korliige sebep olabilmektedir. Psédoeksfoliasyon
materyalini aspire ederek temizlemeyi hedefleyen operasyonlar sonrasinda aymni
patolojik birikimlerin yeniden olugsmasi nedeniyle bu sendromun kesin tedavisi heniiz
yoktur (Jacobi vd., 1999). PEG ve glokom tedavisinde ise gorme kaybini 6nlemeyi
veya geri dondiirmeyi saglayacak bir tedavi yapilamamakta, yalnizca gdzdeki basincin
diistiriilmesi hedeflenmektedir. Bu sebeple glokom gelisme riski olan PES hastalarinin

tespit edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

PES materyali birikimi ve toplumda PES goriilme siklig1 yasa baglh olarak artmaktadir
(Mitchell vd., 1999). PES nadiren 50 yasindan 6nce goriiliir ve goriilme siklig1 yasla
birlikte giderek artmaktadir. Bununla birlikte, normal yaslanmanin bir pargas1 degildir
(Bhat, 2010). Toplumlarin yas ortalamasi gittik¢e artmaktadir ve bu sebeple PEG ve
PES’in gelecekte daha sik goriilecegi diistiniilmektedir.

Her ne kadar diinyanin her bolgesinde meydana gelse de PEG ve PES’in goriilme
sikliginda 6nemli 1rk varyasyonlari vardir. Ayni iilkenin degisik etnik bolgelerinde de

PEG ve PES prevalansi farkli sonuglar verebilmektedir (Tablo 1.1 ve 1.2).

Clusterin hemen hemen tiim hiicre tiplerinde iiretilen, salgilanan ve PES materyalinde
biriken ¢ok fonksiyonlu bir glikoproteindir. Hiicresel stres durumlarinda, yanlis
katlanmis proteinlerin stresle tetiklenen ¢okelmesi ve y1gismasinin 6nlenmesini saglar
(Zenkel vd., 2006). PES hastalarinin iris, lens ve silier proses dokularinda clusterin
mRNA’sinin agag1 diizenlemeye ugradig gosterilmistir (Zenkel vd., 2005). Hem PES
hem de PEG’li gbzlerde 6n segment dokularda clusterin mRNA’sinin 6énemli derecede
asagl diizenlemeye ugradigi, arka segment dokularda ise ifade seviyesinde farklilik

olmadig1 gozlenmistir (Zenkel vd., 2006). Yapilan in vitro ¢aligmalarda 1s1 soku ve
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oksidatif stres gibi hiicresel stres durumlarinda clusterin ifadesinin indiiklendigi
goriilmistir (Viard vd., 1999). PES hastalarinda goziin 6n kamarasindaki oksidatif
ortam (Koliakos vd., 2003) nedeniyle protein yanlis katlanmalarimin meydana
gelebilecegi, clusterin ifadesinin de azalmis olmasinin sonucunda protein birikiminin
arttigi ve PES’de goriilen karakteristik patolojik birikimi meydana getirdigi Onerisi
getirilmistir (Zenkel vd., 2006). Oksidatif strese ragmen clusterin ifadesinin diisiik
olmasi, bize bu patolojide clusterin seviyelerinin diisiik olmasina neden olan bazi
baska faktorlerin de devrede olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu faktorlerin arasinda
diisiik ifade edilme seviyesine neden olan genetik polimorfizmler olabilir. Bu ¢aligma
PEG ve PES riski ile clusterin genetik polimorfizmleri ve akdz humor ile gézyasindaki

clusterin protein seviyeleri arasindaki iliskiyi incelemeyi amaglamistir.
Calisma grubunun demografik bilgileri

Bu calisma kapsamindaki 213 PEG hastasi, 214 PES hastast ve 215 kontrol bireyin
tam kan ornekleri ile clusterin genetik polimorfizmlerinin genotiplemeleri yapilmistir.
Bu caligma grubunun i¢indeki 12 PEG hastasi, 17 PES hastas1 ve 22 kontroliin akéz
humor 6rnegi ile 80 PEG hastasi, 81 PES hastas1 ve 80 kontroliin gbzyas1 drnegi ise
clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein igindeki clusterin orani

analizleri i¢in kullanilmistir.

PES materyali birikimi ve toplumda PEG ve PES goriilme siklig1 yasa bagl olarak
artmaktadir (Mitchell vd., 1999). PES nadiren 50 yasindan 6nce goriiliir ve goériilme
siklig1 yasla birlikte giderek artmaktadir (Jonasson vd., 2003; Leibowitz vd., 1980;
Forsius, 1988; Ekstrom, 1987). Yastaki artis ile PEG ve PES hastalig1 arasinda anlamli
bir iliski vardir (Caprioli ve Spaeth, 1985; Jonasson vd., 2003; Leibowitz vd., 1980;
Forsius, 1988; Ekstrom, 1987; Mitchell vd., 1999). Yas ile beraber bu hastaliklarin
goriilme olasiliklart artmaktadir. Bu c¢alisma grubundaki yas ortalamasi PEG
hastalarinda 73.41, PES hastalarinda 72.01 ve kontrollerde 72.06 olarak belirlenmistir
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (Tablo 3.1). Gruplar
arasindaki yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina
ozelikle dikkat edilmistir. Bu sekilde incelenen clusterin genetik polimorfizmlerinin

genotip frekanslari ile protein konsantrasyonlar1 yastan etkilenmemistir.

PEG ve PES kapsaminda cinsiyet dagilimi ile ilgili pek ¢ok tartisma mevcuttur. Bazi
calismalarda cinsiyet farki olmadigi bildirilmis (Yalaz vd., 1992) ve bazilarinda
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kadinlarda (Mitchell vd., 1999; Kozart ve Yanoff, 1982; Karger vd., 2003), bazilarinda
ise erkeklerde (Kozobolis vd., 1997; Challa, 2009; Stein vd., 2011; Mccarty ve Taylor,
2000) yiiksek prevalans bulunmustur. Bazi calismalar PES ile kadinlar arasinda
(Arnarsson vd., 2007; Hiller vd., 1982), baz1 ¢alismalar PES ile erkekler arasinda
(Kozobolis vd., 1999) istatistiksel olarak anlamli bir iligki bildirirken, bazi
calismalarda PES ile cinsiyet arasinda anlamli bir iligki bulunmamigtir (Mccarty ve
Taylor, 2000). Yiiksel ve arkadaslar1 (2001) da PEG ve PES hastalig1 ile kontroller
arasinda cinsiyet karsilagtirmasi yaptiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulamamistir. Bu calismada PEG hastalarinda bulunan erkek birey sayisi
kontrollerden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (P=0.005). Erkek bireyler
kontrollere kiyasla PEG hastalarinda ~1.7 kat kadar daha ¢ok goriilmektedir. PEG ve
PES hastalarinda erkeklerin kadinlara oran1 biraz daha yiiksekken, kontrollerde daha
disiiktiir. PEG hastalarmin %59.15°1, PES hastalarinin %53.57’si ve kontrollerin
%45.58’1 erkektir (Tablo 3.2). Yapilan lojistik regresyon analizi de erkek olmak ile
PEG hastaliginin ~2 kat iliskili oldugunu géstermistir (Tablo 3.57, 3.58, 3.59, 3.60 ve
3.61).

Calisma grubunda bazi risk faktorleri de incelenmistir. PES ve diyabet hastaliginin
patofizyolojisinde  kolajen  metabolizmasindaki  degisikliklerin ~ rol  aldig
diistiniilmektedir ve bu yoniiyle iki hastalik benzerlik gostermektedir (Sollosy, 2004).
Bu ¢alismada PES hastalarinda diyabet goriilme sikligr (%27.57), PEG hastalari
(%25.35) ve kontrollerinkinden (%26.05) biraz fazla goriilmiis ve bu gruplar ile
diyabet arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir (Tablo 3.2). Yapilan
calismalarda da bu calismaya benzer sekilde PEG veya PES hastaligi ile diyabet
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (Allingham vd., 2001;
Topouzis vd., 2011; Miyazaki vd. 2005; Brajkovi¢ vd., 2007; Jonas ve Griindler, 1998;
Tarkkanen vd. 2008). Bu ¢alismalarda diyabet en fazla kontrollerde, daha sonra PES
hastalarinda, en diisiik ise PEG hastalarinda goriilmiistiir (Topouzis vd., 2011; Psilas
vd., 1991; Shapoori vd., 2007; Miyazaki vd. 2005; Brajkovi¢ vd., 2007; Shingleton vd.
2003; Jonas ve Griindler, 1998; Tarkkanen vd. 2008). Yapilan bir calismada, diyabetik
retinopatili (diyabet kaynakli retina hastaligl) kisilerde, diyabetik olmayan veya
retinopatisi olmayan diyabetik hastalara gore PES’in daha az gorildiigi tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda PES ile diabetes mellitus arasinda negatif korelasyon

saptanmistir (Psilas vd., 1991).
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Hipertansiyon hastaliginin patofizyolojisinde oksidatif stres sebebiyle meydana gelen
vaskiiler hasar goriilmektedir (Montezano vd., 2015; Grossman, 2008). PEG ve PES
hastaliklarinda da biriken psddoeksfoliatif materyalin oksidatif stres kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan calismalarda hipertansiyon ile PES arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulunurken (Mitchell vd., 1997; Shingleton vd., 2003; Jonas
ve Griindler, 1998; Topouzis vd., 2011), hipertansiyon ile PEG arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (Tarkkanen vd., 2008). Mitchell ve
arkadaslarinin (1997) calismasinda PEG ve PES hastaligi ile hipertansiyon arasinda
pozitif korelasyon goriilmiistiir. Yapilan pek cok ¢alismada hipertansiyon hastaliginin
PEG ve PES hastalarinda goriilme siklig1 kontrollerdekinden daha fazla bulunmustur
(Miyazaki vd. 2005; Brajkovi¢ vd., 2007; Mitchell vd., 1997; Topouzis vd., 2011). Bu
sonuclarla benzer sekilde bizim ¢alismamizda da hipertansiyon hastaligi bulunan PEG
hastalar1 %49.30 oranindayken, PES hastalar1 %48.60 ve kontroller %47.91
oranindadir, fakat aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmemistir (Tablo

3.2).

Psodoeksfoliasyon materyali yalnizca okiiler dokularda degil, kalp, akciger, karaciger,
safra kesesi, atardamarlar gibi hemen hemen tiim organ ve dokularda birikim yaparak
zarar verir (Schlotzer-Schrehardt vd., 1992; Streeten vd., 1992). Ancak yapilan
caligmalarda PES hastalarinda kalp hastalig1 kontrollere gore daha az goriilmiistiir ve
PES ile kalp hastalig1 arasinda anlamli bir iligki gortilmemistir (French vd., 2012;
Brajkovi¢ vd., 2007; Ritland vd., 2004). Baz1 ¢alismalar PEG hastalarinda kalp
hastaliginin PES hastalarindan daha sik goriildiigiinii bildirseler de PEG ile kalp
hastalig1 arasinda da anlamli bir iligki goriilmemistir (Topouzis vd., 2011; Tarkkanen
vd., 2008). Bu calisma da diger calismalara benzer sekilde incelenen gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.2).

Inme beyne kan akimini saglayan damarlardan birinin aniden tikanmasiyla birlikte,
beyne giden kan akiminin gidisinin yavaslamasi ya da durmasi sonucunda meydana
gelmektedir ve daha dnce de belirtildigi gibi psddoeksfoliasyon materyali yalnizca
okiiler dokularda degil, kalp, akciger, karaciger, safra kesesi, atardamarlar gibi hemen
hemen tiim organ ve dokularda birikim yaparak zarar verir (Schlétzer-Schrehardt vd.,
1992; Streeten vd., 1992. Mitchell ve arkadaslarinin (1997) yaptig1 ¢aligmaya gore

PES hastalarinda inme hastaligi goriilme siklig1 kontrollerden fazladir ve aralarinda
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istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmustur; ayrica PES hastalig1 ile inme
arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir (Mitchell vd., 1997). Daha once PEG
hastalarinda inme hastaligin1 inceleyen bir calisma yapilmamistir. Yapilan bu
caligmada ise Mitchell ve arkadaslarinin (1997) aksine incelenen gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.2).

Yapilan ¢aligmalarda sigara kullanma durumu ile PEG ve PES hastaligi arasinda
anlamli bir iliski bulunmamistir (Topouzis vd., 2011; Gokce ve Gokce, 2015).
Speckauskas ve arkadaslarinin (2012) ¢alismasina gore uzun siireli sigara kullaniminin
PES riskini arttirdigi goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizdaki PEG hastalarinin %14.08°1,
PES hastalarmin %14.49’u ve kontrollerin %18.14 sigara kullanmaktadir ve

aralarinda anlamli bir fark gortiilmemistir (Tablo 3.2).

Ozetle, incelenen risk faktorlerin hicbirinin PEG ve PES hastalari ile kontrollerde
goriilme sikliklarinin anlamli derecede farkli olmadigi goriilmiistiir. Erkek bireyler
kontrollere kiyasla PEG hastalarinda ~1.7 kat kadar daha ¢ok goriilmiistiir ve yapilan
lojistik regresyon analizi de erkek olmak ile PEG hastaliginin ~2 kat iliskili oldugunu
gostermistir (Tablo 3.2, 3.57, 3.58, 3.59 ve 3.60).

Clusterin genetik polimorfizmleri icin Hardy-Weinberg dengesi

Genel olarak tiim SNP’lerin hasta gruplarindaki genotip frekanslart Hardy-Weinberg
dengesine uyumluyken, clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T
SNP’lerinin kontroller i¢in genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesine uyumlu
degildir. Bunun ¢esitli sebepleri olabilir. Go¢ sebebiyle bir popiilasyona diger bir
popiilasyondan alel girisi oldugu i¢in alel sikliginda degisim goriilmiis olabilir. Diger
bir sebep ise genetik sapma/kayma olabilir. Genetik sapma popiilasyonun kiigtikliigi,
kurucu etkisi (bir popiilasyonun az sayida birey tarafindan olusturulmus olmasi) ve
darbogaz etkisi (popiilasyonda ciddi azalmalar) ile olusur. Genetik sapma bir
popiilasyonda alel sikliginda degisime, alellerin sabitlenmesi nedeniyle genetik
cesitliligin kaybina ve popiilasyonlar arasinda genetik ayrismaya (divergence) neden
olur. Ayrica Hardy-Weinberg kanunu sonsuz genis bir popiilasyonda tesadiifi
ciftlesmeyi esas alir. Popiilasyonun biiyiikliigii ancak sonsuz oldugunda gametlerin
tasidigr genler atasal gen havuzunu biitiiniiyle yansitacaktir. Ancak hicbir gergek

popiilasyon bu duruma uymaz (URL-21).
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Clusterin genetik polimorfizmlerin etnik dagilimi ve bu polimorfizmlerin PEG ve
PES riski ile iliskisi

Genel olarak clusterin genetik polimorfizlerinin etnik dagilimi hem PEG ve PES
hastalarinda hem de bu hastaliklarla patofizyolojik olarak benzer diger hastaliklarda
varyasyon gostermektedir. Aymi iilkede bile aym alel, farkli frekanslarda
goriilebilmektedir. Bu ¢aligsma kapsaminda clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G,
rs1532287 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri ile ¢aligilmistir.

Clusterin rs11136000 C/T

Clusterin rs11136000 C/T i¢in gMAF (global minor alel frekansi) degeri T=0.378
olarak verilmektedir ve polimorfik alelinin (mindr alel T) frekansi farkli toplumlarda
sifir ile 1 arasinda degismektedir (URL-10). gMAF degeri Avrupali ve ABD’lilerde
0.400 (Harold vd., 2009), Cinli Han popiilasyonunda ise 0.186 olarak tespit edilmistir
(Lu vd., 2014). Tablo 4.1’de farkli popiilasyonlarda yapilan galigmalarda clusterin
rs11136000 C/T polimorfik alel frekanslar1 ve P degerleri verilmistir. Bu tabloya PEG
ve PES hastalig1 disinda patofizyolojik olarak bu hastaliklarla benzer olabilecek diger
hastaliklardan elde edilen degerler de eklenmistir. Clusterin, Alzheimer hastaliginda
ve hafif biligsel bozuklukta (mild cognitive impairment-MCI) goriilen protein
birikimleri ve beyin atrofisi ile iligkilidir ve psddoeksfoliasyon sendromu da
Alzheimer gibi hastaliklar ile benzer patofizyolojik siireclere sahip oldugu igin
psodoeksfoliasyon materyalinin olusumunda da clusterin proteininin rolii olabilecegi
diisiiniilmistiir (Cai vd., 2016). Alzheimer ile ilgili yapilan bazi ¢alismalarda hastalikla
iligkisi en fazla tespit edilen clusterin genetik polimorfizmi rs11136000 C/T olmustur
(Harold vd., 2009; Lambert vd., 2009; Chen vd., 2012). Yapilan ¢alismalarda bu
SNP’nin PEG ve PES ile iligkisi bulunmamigtir. Buna benzer diger hastaliklardaki

mindr alel frekanslari ise Tablo 4.1°de verilmistir.

Bu ¢alismada PEG grubunda rs11136000 C/T i¢in minor alel olan T aleli frekansi
0.387, PES grubunda 0.409 ve kontrollerde ise 0.416 olarak bulunmustur ve hem
aleller hem de genotipler agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (Tablo 3.3, 3.4 ve 4.1). Lojistik regresyon analizine gore ise gozyasi
ornekleri popiilasyonunda PEG ile clusterin rs11136000 C/T SNP’sinde CC genotipi,
TT genotipi ile kiyaslandiginda ~3.0 kat (P=0.016) ve CT genotipi TT genotipi ile
kiyaslandiginda ise ~3.4 kat (P=0.005) iligski goriilmiistiir (Tablo 3.58). CT ve CC
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genotipi beraber TT genotipi ile kiyaslandiginda ise PEG ile ~3.2 kat iligkili
goriilmistiir (P=0.004) (Tablo 3.60). Bu sonuglara gore C aleli varliginin rs11136000
C/T SNP i¢in PEG ve PES hastaligi ile iliskisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Clusterin
rs11136000 C/T polimorfizmi clusterin genindeki 3. intronda yer almaktadir ve
intronlarda bulunan polimorfizmler splays (intronlarin uzaklastirilarak eksonlarin
birlestirilmesi) iglemi sirasinda taninan bolgelerin dizisini bozarak diizglin proteinin
iiretilmesine engel olabilmektedir. C aleline sahip olmak splays islemi sirasinda
taninan bolgelerin dizisini bozmus ve bu da clusterin {iretiminin azalmasina sebep
olmus olabilir. Bu sebeple bu hastaliklarda gozlenen karakteristik psddoeksfoliatif

materyal birikimleri olusuyor olabilir.

Tablo 4.1: Farkli popiilasyonlarda yapilan ¢alismalarda clusterin rs11136000 C/T
polimorfik alel frekanslari.

. T alel frekansi
Yayin Hastahk Popiilasyon Hasta | Kontrol P
Bu calisma PEG Turk 0.387 0.416 0.388
U calty PES Tiirk 0409 | 0.416 0.826
Igélllga“lan vd pEG Tiirk 0.325 | 0405 | 0.090
Avustralya (Blue
Burdon vd., 2008 | PES Mougn) - 0470 | 0400 | 0.061
cogunlugu Kuzey
bat1 Avrupa kokenli
;)rg?b'ege' vd. | pes Alman 0.602 | 0.660 0.096
PES Amerikali 0.370 0.360
Fan vd., 2015 PES fsrailli 0370 | 0380 | °*710
PEG Giiney Hindistanli 0.258 0.279 0.535
Dubey, 2015 PES Guney Hindistanl 0.230 0.279 0.134
PEG+PES | Giiney Hindistanl 0.244 0.279 0.203
Jun vd., 2010 Alzheimer | Beyaz irk 0.430 — 0.010
Harold vd., 2009 | Alzheimer | AYrupali ve ~ | 0400 | 85x10%
Amerikali
Luvd., 2014 Alzheimer Cinli Han 0.187 0.186 0.941
Lambert vd., 2009 | Alzheimer | Fransiz 0.350 0.380 7.5x10°
Chen vd., 2012 Alzheimer | Giiney Cinli 0.213 0.240 0.038
M. Mullan vd., Alzheimer | Kuzey irlandal 0.451 | 0.412 0.930
2013 MCI? Kuzay Irlandali 0414 | 0412 0.960
Cai vd., 2016 MCI?2 Cinli Han 0.167 0.219 0.153
%%hoglu vd., LOAD® Tiirk 0.347 | 0.367 0.591
Yu vd., 2010 LOAD® Cinli Han 0.167 0.193 0.194

aMCI: Mild Cognitive Impairment (hafif bilissel bozukluk). PLOAD: Late-Onset Alzheimer Disease
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Bu ¢alismada PEG grubunda rs11136000 C/T i¢in mindr alel olan T aleli frekansi
0.387, PES grubunda 0.409 ve kontrollerde ise 0.416 olarak bulunmustur ve hem
aleller hem de genotipler agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark
gorilmemistir (Tablo 3.3, 3.4 ve 4.1). Lojistik regresyon analizine gore ise gozyasi
ornekleri popiilasyonunda PEG ile clusterin rs11136000 C/T SNP’sinde CC genotipi,
TT genotipi ile kiyaslandiginda ~3.0 kat (P=0.016) ve CT genotipi TT genotipi ile
kiyaslandiginda ise ~3.4 kat (P=0.005) iliski goriilmiistiir (Tablo 3.58). CT ve CC
genotipi beraber TT genotipi ile kiyaslandiginda ise PEG ile ~3.2 kat iligkili
goriilmustiir (P=0.004) (Tablo 3.60). Bu sonuglara gore C aleli varliginin rs11136000
C/T SNP i¢in PEG ve PES hastalig ile iliskisi olabilecegi diistinlilmektedir. Clusterin
rs11136000 C/T polimorfizmi clusterin genindeki 3. intronda yer almaktadir ve
intronlarda bulunan polimorfizmler splays (intronlarin uzaklastirilarak eksonlarin
birlestirilmesi) igslemi sirasinda taninan bolgelerin dizisini bozarak diizgiin proteinin
tiretilmesine engel olabilmektedir. C aleline sahip olmak splays islemi sirasinda
taninan bolgelerin dizisini bozmus ve bu da clusterin {iretiminin azalmasina sebep
olmus olabilir. Bu sebeple bu hastaliklarda gbzlenen karakteristik psddoeksfoliatif

materyal birikimleri olusuyor olabilir.

PEG grubundaki clusterin rs11136000 C/T icin T alel frekans1 yine Tiirk
poplilasyonunda yapilan bir diger ¢alisma ile oldukga benzer sonuglar vermistir (PEG:
0.325, Kontrol: 0.405) (Kiligarslan vd., 2017) (Tablo 4.1). Kiligarslan ve
arkadaslarinin (2017) ¢alismasina gore CC genotipi TT ve CT genotiplerine gore PEG
hastalarinda kontrollere oranla istatistiksel olarak anlamli derecede fazla goriilmiistiir

(P=0.03).

Giiney Hindistan’da ise PEG hastaliginda T alel frekans: Tiirk popiilasyonuna kiyasla
daha diisiiktiir (0.258) (Dubey, 2015). Fan ve arkadaslarimin (2015) Israil
popiilasyonunda PES hastalig: ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada (PES: 0.370, Kontrol:
0.380) bu g¢alismadakine yakin sonuglar elde edilmis ve bu calismadaki gibi PES
grubundaki T alel frekansi kontrollere gore diisiikk bulunmustur. Yapilan diger
caligmalar bu c¢alismaya oranla ya daha yiiksek (Burdon vd., 2008; Krumbiegel vd.,
2009) ya da daha diisiik (Dubey, 2015) frekanslar verirken, bazilarinda PES grubunda
kontrollere kiyasla daha diisiik frekans (Krumbiegel vd., 2009; Fan vd., 2015; Dubey,
2015), bazilarinda ise daha yiiksek frekans goriilmiistiir (Burdon vd., 2008; Fan vd.,
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2015). Omegin Burdon ve arkadaslarmm (2008) calismasinda rs11136000 C/T
incelenmis, T alel frekanst bu calismanin aksine PES hastalarinda kontrollerden
yiiksek bulunmustur; ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. PES
grubu icin elde edilen frekans degerleri acisindan toplumlar arasinda oldukga fazla

varyasyon goriilmektedir (Tablo 4.1).

Diger hastaliklarin ¢ogundan elde edilen T alel frekanslar1 da bu ¢alismada ve benzer
caligmalarda elde edilen frekanslardan ¢ok farkli goriinmektedir (Lu vd., 2014; Cai
vd., 2016; Chen vd., 2012; Yu vd., 2010). Ornegin Alzheimer igin goriilen T alel
frekanslart hem PEG ve PES hastaliginda goriilen T alel frekanslarindan farklidir hem
de toplumlar arasinda Alzheimer hastaligi icin T alel frekanslar1 varyasyon
gostermektedir (Jun vd., 2010; Harold vd., 2009; Lu vd., 2014; Lambert vd., 2009;
Chen vd., 2012) (Tablo 4.1).

Clusterin rs3087554 A/G

Tablo 4.2’de farkli popiilasyonlarda yapilan caligmalarda clusterin rs3087554 A/G
polimorfik alel frekanslar1 verilmistir. Bu tabloya PEG ve PES hastalig1 disinda
patofizyolojik olarak bu hastaliklarla benzer olabilecek diger hastaliklardan elde edilen

degerler de eklenmistir.

Clusterin rs3087554 A/G i¢in gMAF degeri C=0.242 olarak verilmektedir. Eksi iplikte
bulunan bu polimorfizmin minér alel (G) frekansi farkli toplumlarda 0.088 ile 0.500
arasinda degismektedir (URL-11). Bu polimorfizm daha 6nce bizim toplumumuzda

hi¢ calisilmamaistir.

Bu ¢alismada clusterin rs3087554 A/G i¢in G aleli frekansi PEG grubunda 0.178, PES
grubunda 0.164 ve kontrollerde 0.135 olarak bulunmustur ve alel ile genotip
frekanslar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (Tablo 3.5, 3.6 ve 4.2). Yapilan lojistik regresyon analizine gore gozyas1
ornekleri popiilasyonunda clusterin rs3087554 A/G icin GG ve AG genotipi PEG ile
~2.4 kat iligkilidir (P=0.022) (Tablo 3.59). AA genotipi PEG i¢in ~2.4 kat koruyucu
goriinmektedir. Clusterin rs3087554 A/G polimorfizmi clusterin geninin 3’ transle
edilmeyen bolgesinde yer almaktadir ve bu bolge translasyonun sonlandirilmasinda ve
post-transkripsiyonel gen ekspresyonunda kritik rol oynamaktadir. Dolayisiyla bu

bolgedeki bir polimorfizm protein ekspresyonunda artig veya azalmaya neden olabilir.
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AA genotipine sahip olmak clusterin seviyesinin artmasina sebep olarak bu
hastaliklarda goriilen karakteristik birikimlerin olugsmasini engelliyor olabilir. Bu
polimorfizm Tiirk popiilasyonunda ilk kez incelenmistir. Clusterin rs11136000 C/T,
rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T genotipleri ile rs3087554 A/G genotipleri arasinda
akoz humor Ornekleri popiilasyonunda PEG hastalarinda ve kontrollerde, gozyasi
ornekleri popiilasyonunda ise PEG ve PES hastalari ile kontrollerde negatif korelasyon

goriilmektedir (Tablo 3.29, 3.31, 3.51, 3.52 ve 3.53).

Tablo 4.2: Farkli popiilasyonlarda yapilan galismalarda clusterin rs3087554 A/G
polimorfik alel frekanslari.

" G alel frekansi
Yaymn Hastahk Popiilasyon Hasta | Kontrol P
Bu calisma PEG Tl?rk 0.178 0.135 0.080
PES Tiirk 0.164 0.135 0.239
\'f(;‘frgg(')zge' PES Alman 0172 | 0.204 0.135
Avustralya (Blue
Burdon vd., Mountain) —
2008 PES gogunlugz Kuzey 0.160 | 0.180 0.515
bat1 Avrupa kokenli
PES Amerikali 0.180 0.180
Fanvd., 2015 5¢ fsrailli 0.160 | 0.150 Q530
PEG Giliney Hindistanlt 0.322 0.340 0.611
Dubey, 2015 PES Gliney Hindistanl 0.357 0.340 0.641
PEG+PES | Giiney Hindistanli 0.339 0.340 1.000
Padhy vd., PEG Hintli 0.500 0.540 0.090
2014 PES Hintli 0.420 0.540 0.910
Junvd., 2010 Alzheimer | Kafkasyali 0.160 -- 0.710
Yu vd., 2013 LOAD? Cinli Han 0.242 0.237 0.740
Fuchs’
Kuot vd., 2012 | endothelial | Avustralyali 0.150 0.170 0.497
dystrophy

4_OAD: Late-Onset Alzheimer Disease

Burdon ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada rs3087554 A/G, PES ile
iligkili bulunmustur ve GG genotipinin frekans1t AA ve AG genotipine gore oldukca
diisiiktiir (P=0.044). Bunun aksine rs3087554 A/G SNP i¢in yapilan bazi ¢alismalar
beyaz irkta, Almanlarda ve Hintlilerde bu calismadakine benzer sekilde PES ile
istatistiksel olarak anlamli bir iligki gostermemistir (Krumbiegel vd., 2009; Fan vd.,
2015; Dubey vd., 2015; Burdon vd., 2008). Fan ve arkadaslarinin (2015) Israil
popiilasyonunda PES hastalig: ile ilgili yaptiklar1 ¢calismada (PES: 0.160, Kontrol:
0.150) bu g¢alismadakine yakin sonuglar elde edilmis ve bu calismadaki gibi PES

grubundaki G alel frekansi kontrollere gore yiiksek bulunmustur. Yapilan diger
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caligmalarin bazilarinda PEG veya PES grubunda kontrollere kiyasla daha diisiik
frekans goriilmiis (Krumbiegel vd., 2009; Burdon vd., 2008; Dubey, 2015), bazilarinda
ise bizim ¢alismamiza benzer sekilde daha yiiksek frekans goriilmistiir (Fan vd., 2015;
Dubey, 2015). Dubey (2015) ile Padhy ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan
caligmalarda G alel frekansi hem hasta hem de kontrol gruplarinda yapilan diger
calismalara ve bizimkine oranla oldukca yiiksek bulunmustur. Genel olarak ¢ogu
popiilasyonda bu SNP icin minér alel frekans degerleri olduk¢a benzer ¢ikmistir ve

toplumda goriilme siklig1 oldukca diisiiktiir (Tablo 4.2).
Clusterin rs1532278 C/T

Tablo 4.3’te farkli popiilasyonlarda yapilan ¢aligmalarda clusterin rs1532278 C/T
polimorfik alel frekanslar1 verilmistir. Bu tabloda patofizyolojik olarak PEG ve PES
hastaliklarina benzer olabilecek diger hastaliklardan elde edilen degerler de yer

almaktadir.

Bu SNP i¢in gMAF T=0.264 olarak verilmektedir ve farkli toplumlarda sifir ile 0.500
arasinda degismektedir (URL-12). Clusterin rs1532278 C/T daha 6nce PEG veya PES

kapsaminda hi¢ incelenmemistir.

Tablo 4.3: Farkli popiilasyonlarda yapilan ¢alismalarda clusterin rs1532278 C/T
polimorfik alel frekanslari.

. T allel frekansi
Yayin Hastalhik Popiilasyon Hasta | Kontrol P
B cal PEG Tiirk 0.387 | 0.414 0.427
1 eatisma PES Tiirk 0.404 | 0.414 0.772
Naj vd., 2011 | LOAD? Avrupa 0360 | - 1.9x10°8
kokenli
Yuvd., 2013 | LOAD? Cinli Han 0.205 | 0.211 0.694
Luvd., 2014 | Alzheimer buney Cinli | 5190 | 0.190 0.976
Kuot vd., 2012 | Fuchs’ endothelial |\ oo | 0410 | 0.400 0.747
dystrophy
Esophageal
Li vd., 2015 squamous cell Cinli Han 0.561 0.563 0.905
carcinoma

4_OAD: Late-Onset Alzheimer Disease

Clusterin rs1532278 C/T, Naj ve arkadaglar1 (2011) tarafindan yapilan c¢aligmada
Alzheimer riski ile iliskili bulunmustur (P=1.9x1078) (Tablo 4.3). Rosenthal ve
arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan istatistiksel analizde Alzheimer hastalig ile ilgili
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daha 6nceden yapilan ¢aligmalarda incelenmis olan farkli genlerdeki 614 SNP i¢cinden
hastalik ile en giiclii iligskisi bulunan 3 SNP’den bir tanesinin clusterin genindeki
rs1532278 C/T oldugu ortaya konmustur. Bu SNP ayrica diyabet ile de iliskili
bulunmustur (P=0.031) (Daimon vd., 2011).

Bu caligmada clusterin rs1532278 C/T i¢in T aleli frekanst PEG grubunda 0.387, PES
grubunda 0.404 ve kontrollerde 0.414 olarak bulunmustur ve aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.7, 3.8 ve 4.3). Tablo 4.3’te listenen
hastaliklarin herhangi biri ile bu calismada elde edilen PEG ve PES i¢in T alel
frekanslar1 acisindan benzerlik yoktur. Elde edilen T alel frekanst PEG ve PES
kapsaminda ilk defa belirlenmistir. Yapilan lojistik regresyon analizine gore gbzyasi
ornekleri popiilasyonunda PEG igin clusterin rs1532278 C/T SNP’sinde CC genotipi,
TT genotipi ile kiyaslandiginda ~3.0 kat (P=0.016) ve CT genotipi TT genotipi ile
kiyaslandiginda ise ~3.4 kat (P=0.005) iliskili goriilmistiir (Tablo 3.58). CT ve CC
genotipi beraber TT genotipi ile kiyaslandiginda ise PEG ile ~3.2 kat iligkili
goriilmistir (P=0.004) (Tablo 3.60). Elde edilen bu logistik regresyon analizi
sonuglari clusterin rs11136000 C/T ile birebir ayn1 goriinmektedir. Bunun nedeni, bu
iki SNP i¢in neredeyse tiim ¢alisma grubunda ayni kisilerde birebir ayn1 genotiplerin
cikmasidir. Ayrica yapilan es lineerlik istatistigine gore clusterin rs11136000 C/T,
rs1532278 C/T ve 152279590 C/T SNP’leri es lineerlik géstermistir. Bu sonuglara gore
C aleli varhigmin rs11136000 C/T ve rs1532278 C/T SNP’leri i¢cin PEG ve PES
hastalig1 ile iligkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Clusterin rs1532278 C/T
polimorfizmi clusterin genindeki 3. intronda yer almaktadir ve intronlarda bulunan
polimorfizmler splays islemi sirasinda tanman bolgelerin dizisini bozarak diizgiin
proteinin lretilmesine engel olabilmektedir C aleline sahip olmak da bu tanima
dizilerini bozarak clusterin {iretiminin azalmasina sebep olabilir ve bu sebeple bu
hastaliklarda gozlenen karakteristik psddoeksfoliatif materyal birikimleri olusuyor
olabilir. Ayrica hem akéz humor (Tablo 3.29, 3. 30 ve 3.31) hem de gozyasi
orneklerinde (Tablo 3.51, 3.52 ve 3.53) yapilan korelasyon analizinde bu 3 SNP’nin
PEG ve PES hastalar ile kontrollerde korele olduklar1 goriilmiistiir.

Clusterin rs2279590 C/T

Tablo 4.4’te farkli popiilasyonlarda yapilan ¢alismalarda clusterin rs2279590 C/T
polimorfik alel frekanslar1 verilmistir. Bu tabloya PEG ve PES hastalig1 disinda
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patofizyolojik olarak bu hastaliklarla benzer olabilecek diger hastaliklardan elde edilen

degerler de eklenmistir.

Clusterin genindeki rs2279590 C/T i¢in gMAF degeri T=0.241 olarak verilmektedir.
Minor alel (T) frekansi farkli toplumlarda sifir ile 0.500 arasinda degismektedir (Url-
13) ve Cinli Han popiilasyonunda 0.174 olarak bulunmustur (Lu vd., 2014). Clusterin
genindeki 1s2279590 C/T polimorfizmi bizim toplumumuzda daha Once hig

calisiilmamustir.

Tablo 4.4: Farkli popiilasyonlarda yapilan galismalarda clusterin rs2279590 C/T
polimorfik alel frekanslari.

T allel frekansi

Yayin Hastalhik Popiilasyon Hasta | Kontrol P
_ PEG Tiirk 0.394 | 0.416 0.514
U calls PES Tiirk 0.421 | 0.416 1.000
?ggg“b'ege' vl | peg Alman 0417 | 0.347 0.035
PEG Hintli 0.350 | 0.480 0.100
Padhy vd., 2014 -5 =¢ Hintli 0.340 | 0.480 0.040
Giliney
PEG b vl 0.255 | 0.263 0.801
Gliney
Dubey, 2015 PES v 0.230 | 0.263 0.301
PEG+PES Giney 0242 | 0263 0.440
Hindistanh
PES Amerikall 0.350 | 0.320
Fanvd., 2015 pgg fsrailli 0.360 | 0.350 0.560
Lu vd., 2014 Alzheimer Sgﬁey Cinli 1 5173 | 0.174 0.984
'ig&be” VA, | Alzheimer Fransiz 0.370 | 0.410 8.9x10°
Yu vd., 2013 LOAD? Cinli Han 0.193 | 0.202 0.533
Yu vd., 2010 LOAD® Cinli Han 0.154 | 0.183 0.157
Chenvd., 2012 | LOAD® S;r‘:ey Cinli 1 5211 | 0.234 0.035
%%hogl“ vd. || oAD® Tiirk 0.341 | 0.367 0.493

4_OAD: Late-Onset Alzheimer Disease

Bu ¢alismada clusterin rs2279590 C/T i¢in T aleli frekans1 PEG grubunda 0.394, PES
grubunda 0.421 ve kontrollerde 0.416 olarak bulunmustur ve aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 3.9 ve 4.4). Bu polimorfizm PEG ve PES
kapasaminda Tiirk popiilasyonunda ilk kez incelenmistir. PEG ve PES hastalar ile
kontrollerde clusterin rs2279590 C/T genotip frekanslari i¢in farkli modeller kurularak

yas ile cinsiyete gore ayarlama yapildiginda, overdominant modelde CT genotipi diger
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genotiplere kiyasla PES hastalarinda kontrollerden istatistiksel olarak anlamli
derecede ¢ok goriilmiistiir (P=0.049) (Tablo 3.10). Yapilan lojistik regresyon analizine
gore gozyasi ornekleri popiilasyonunda PEG igin clusterin rs2279590 C/T SNP’sinde
CC genotipi, TT genotipi ile kiyaslandiginda ~2.7 kat (P=0.027) ve CT genotipi TT
genotipi ile kiyaslandiginda ise ~2.6 kat (P=0.024) iligkili goriilmistiir (Tablo 3.58).
CT ve CC genotipi beraber TT genotipi ile kiyaslandiginda ise PEG ile ~3.2 kat iligkili
goriilmiistiir (P=0.014) (Tablo 3.60). Clusterin rs2279590 C/T polimorfizmi clusterin
genindeki 7. intronda yer almaktadir ve intronlarda bulunan polimorfizmler splays
islemi sirasinda taninan bolgelerin dizisini bozarak diizgiin proteinin iiretilmesine
engel olabilmektedir. C aleline sahip olmak da bu tanima dizilerini bozarak clusterin
liretiminin azalmasina sebep olabilir ve bu sebeple bu hastaliklarda gozlenen
karakteristik psddoeksfoliatif materyal birikimleri olusuyor olabilir. Bu sonuglara gore
C aleli varhigmin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri igin
PEG ve PES hastaligi ile iligkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Clusterin rs11136000
C/T, rs1532278 C/T ve 152279590 C/T SNP’leri yapilan es lineerlik istatistigine gore
es lineerlik gostermistir. Ayrica hem ak6z humor (Tablo 3.29, 3. 30 ve 3.31) hem de
gozyast orneklerinde (Tablo 3.51, 3.52 ve 3.53) yapilan korelasyon analizinde bu 3
SNP’nin PEG ve PES hastalari ile kontrollerde korele olduklar1 goriilmiistiir.

Bu SNP’nin C aleli Alzheimer hastaligi i¢in (P=0.035) (Chen vd., 2012), T aleli ise
tip 2 diyabet i¢in (Daimon vd., 2011) risk faktorii olarak bulunmustur. Krumbiegel ve
arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada rs2279590 C/T polimorfizminin T
aleli Almanlarda PES ile iliskili bulunurken (P=0.035, OR=1.34), italyanlarda PES ile
iligkisiz ¢ikmistir. Padhy ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise C
alelinin Hintli popiilasyonunda PES hastalig: ile iligkili oldugu gozlenmis, ayrica
1s2279590 C/T i¢in C alelini homozigot olarak tasiyanlarin (CC) TT genotiplere gore
2 kat daha fazla clusterin mRNA ifade edilme seviyesine sahip oldugu gosterilmistir.
Dubey ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 ¢alismada Giiney Hintlilerde rs2279590 C/T
SNP ile PES arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamazken, Fan ve
arkadaglarinin (2015) yaptigi ¢alismada beyaz irkta (P=0.01) ve Hintlilerde (P=0.02)
1s2279590 C/T SNP ile PES arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit

edilmistir.
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Padhy ve arkadaslarinin (2014) Hintli popiilasyonunda PEG hastaligr ile ilgili
yaptiklar1 ¢alismada (PEG: 0.350, Kontrol: 0.480) bu ¢alismadakine yakin sonuglar
elde edilmis ve bu ¢alismadaki gibi PEG grubundaki T alel frekansi1 kontrollere gore
diisiik bulunmustur. Krumbiegel ve arkadaslarmin (2009) Alman popiilasyonunda
(PES: 0.417, Kontrol: 0.347), Fan ve arkadaslarinin (2015) ise Israil popiilasyonunda
(PES: 0.360, Kontrol: 0.350) PES hastalig1 ile ilgili yaptiklar1 g¢alismada bu
calismadakine yakin sonuglar elde edilmis ve bu ¢aligmadaki gibi PES grubundaki T
alel frekansi kontrollere gore yiiksek bulunmustur. PEG hastalig: ile ilgili olarak
yapilan tiim ¢alismalarda bu c¢alismada oldugu gibi PEG grubundaki T alel frekansi
kontrollere gore diisiiktiir (Padhy vd., 2014; Dubey, 2015). PES grubundaki T alel
frekansi ise baz1 popiilasyonlarda bu ¢alismada da oldugu gibi kontrollerden yiiksek
(Krumbiegel vd., 2009; Fan vd., 2015), bazilarinda ise diisiik olarak bulunmustur
(Padhy vd., 2014; Dubey, 2015). Dubey (2015) tarafindan yapilan ¢aligsmalarda T alel
frekans1 hem hasta hem de kontrol gruplarinda yapilan diger ¢alismalara ve bizimkine
oranla oldukea diisiik bulunmustur. Ayni1 sekilde diger hastaliklardan elde edilen T alel
frekanslar1 da bu c¢alismada ve benzer caligmalarda elde edilen frekanslardan daha
diisiik goriinmektedir (Lu vd., 2014; Yu vd., 2013; Yu vd., 2010; Chen vd., 2012)
(Tablo 4.4).

Clusterin polimorfizmlerinin haplotipleri

Clusterin rs11136000 C/T ve rs3087554 A/G SNP’lerinin ikili olarak birlestirilmis
CCAG genotipi, PEG hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel olarak anlamli
derecede fazla goriilmektedir (P=0.034). Clusterin rs3087554 A/G ve rs1532278 C/T
SNP’lerinin ikili olarak birlestirilmis AGCC genotipi (P=0.034) ile rs3087554 A/G ve
rs2279590 C/T SNP’lerinin AGCC genotipi de (P=0.046), PEG hastalarinda PES

hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede fazla goriilmektedir (Tablo 3.11).

Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G ve rs1532278 C/T SNP’leri (P=0.034) ile
rs11136000 C/T, rs3087554 A/G ve rs2279590 C/T SNP’lerinin (P=0.046) li¢lii olarak
birlestirilmis CCAGCC genotipi, PEG hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel
olarak anlamli derecede fazla goriilmektedir. Clusterin rs3087554 A/G, rs1532278 C/T
ve 152279590 C/T SNP’lerinin i¢lii olarak birlestirilmis AGCCCC genotipi de
(P=0.046), PEG hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede
fazla goriilmektedir (Tablo 3.12).
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Clusterin rs11136000 C/T, rs3087554 A/G, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T
SNP’lerinin dortlii olarak birlestirilmis CCAGCCCC genotipi, PEG hastalarinda PES

hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede fazla goriilmektedir (P=0.046)

(Tablo 3.13).

Bu sonuglara gore clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T igin
CC genotipi ile rs3087554 A/G i¢cin AG genotipine sahip olmak PEG ile PES

hastaliklar1 i¢in ayirt edici olabilir gibi gériinmektedir
Ako6z humor clusterin konsantrasyonu

Ak6z humorun proteomiks analizinden elde edilen sonuglarda clusterin proteininin
varligr da tespit edilmistir (van Setten vd., 2002; Chowdhury vd., 2010). Akoz
humordaki clusterin protein seviyeleri kisiler arasinda biiyiikk varyasyon
gostermektedir (752 £ 519 ng/mL) (Dota vd., 1999). Zenkel ve arkadaslarinin (2006)
calismasinda PES hastalarinda katarakt hastalarina (kontrol), primer agik acili glokom
hastalarma ve PEG hastalarina oranla akéz humorda clusterin mRNA’s1 ve protein
seviyesi oldukea diisiik bulunmustur. PEG’li hastalarin clusterin seviyesi ise tiim diger
gruplardan yiiksek bulunmustur (Zenkel vd., 2006). Padhy ve arkadaslarinin (2014)
calismasinda ise PEG hastalarinin PES ve kontrol bireylerinkine gére hem akoz
humorunda hem de lens kapsiillerinde clusterin protein seviyesinin yiiksek oldugu
saptanmistir. PES’li hastalarin clusterin seviyesi ise kontrollerdekinden biraz az
bulunmustur ve aradaki fark anlamli degildir (Padhy vd., 2014). Bu ¢aligmalarda elde
edilen sonuglara gére PEG hastasi ile PES hastasini, akdoz humor orneklerindeki
clusterin seviyelerine bakarak ayirt etmek miimkiin gériinmektedir. Bu caligmalara
gore akdz humor clusterin konsantrasyonu en yiiksek PEG hastalarinda, en diisiik ise
PES hastalarinda goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismalardakiyle benzer
sekilde ortalama clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda 0.690+ 0.460 ng/mL, PES
hastalarinda 0.286+ 0.320 pg/mL, kontrollerde 0.341+0.392 pg/mL olarak
bulunmustur ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir. Ortalama
clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.002) ve kontrollere
(P=0.004) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.14). Onceki
caligmalarda elde edilen sonuglarla benzer sekilde bizim ¢alismamizda da en yliksek

ortalama clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda goriiliirken, en diisiik ortalama
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clusterin konsantrasyonu PES hastalarinda goriilmiistiir. Bu, Tiirk toplumunda ak6z

humordaki clusterin konsantrasyonunu olgen ilk ¢aligmadir.

Ako6z humordaki clusterin protein seviyeleri Dota ve arkadaslarinin (1999) ¢alismasina
gore kisiler arasinda (katarakt hastast1 kontrol bireyler) biliyiikk varyasyon
gostermektedir (7524519 ng/mL). Bizim ¢alismamizdaki kontrol akéz humor ortalama
clusterin konsantrasyonu araligi 0.020-1.661 pg/mL olarak tespit edilmistir ve
literatiirdeki ile benzerdir. Bizim g¢alismamizda ortalama clusterin konsantrasyonu
PEG hastalarinda 8.77 kat, PES hastalarinda 214.50 kat ve kontrollerde 83.05 kat
varyasyon gostermektedir (Tablo 3.14)

Akoz humor total protein konsantrasyonu

Bu caligmada ortalama total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda 359.75+148.20
pug/mL, PES hastalarinda 249.92+193.38 pg/mL ve kontrollerde 192.40+95.58
pg/mL’dir ve bu ii¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(P=0.004) (Tablo 3.14 ve 4.5). Ortalama total protein konsantrasyonu PEG
hastalarinda PES hastalarina (P=0.004) ve kontrollere (P=0.001) kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksektir ve bu sonuglar literatiirdeki sonuglar ile oldukga
benzerdir. Bu ¢alisma da dahil olmak iizere yapilan tiim ¢alismalarda da total protein
konsantrasyonu en yiiksek PEG hastalarinda, daha sonra PES hastalarinda, en diisiik

ise kontrollerde bulunmustur (Tablo 4.5).

Zenkel ve arkadaslarinin (2006) ¢alismasinda da bizim c¢alismamiza benzer sekilde
total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda PES, katarakt ve POAG (primary open
angle glaucoma-primer agik agili glokom) hastalarina gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (P<0.001). Padhy ve arkadagslarinin (2014) ¢alismasinda
ise total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda kontrollere gore 2 kat daha ytiksek
bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (P=0.02). Ayn1 ¢alismada total
protein konsantrasyonu PES hastalarinda da kontrollere gore yiiksek bulunmustur
fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (P=0.34). Tablo 4.5’te verilen akoz
humor total protein konsantrasyonu hakkindaki ¢calismalarin 6zetine gore total protein
konsantrasyonu araligi genel olarak PEG, PES ve kontrollerde 20-1370 pg/mL
arasindadir. Bizim ¢alismamizda da buna benzer sekilde 78.42-726.50 pg/mL araligi

bulunmustur.
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Zenkel ve arkadaslarimin (2006) galismasinda PEG hastalarinda clusterin ile total
protein konsantrasyonu arasinda anlamli derecede yiiksek korelasyon goriilmiistiir
(r=0.873, P<0.001). Zenkel ve arkadaslarinin (2006) calismasina benzer sekilde bizim
calismamizda da PEG hastalarinda (r=0.598, P=0.040), PES hastalarinda (r=0.614,
P=0.009) ve kontrollerde (r=0.443, P=0.039) akdz humor clusterin ile total protein
konsantrasyonu arasinda korelasyon goriilmektedir. Ayni sekilde clusterin
konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin orani arasinda da PEG hastalarinda
(r=0.685, P=0.014), PES hastalarinda (r=0.582, P=0.014) ve kontrollerde (r=0.863,
P=0.000) pozitif korelasyon goriilmiistiir (Tablo 3.29, 3.30 ve 3.31).

Tablo 4.5: Akdz humor total protein konsantrasyonu literatiir 6zeti.

Yayin Hastahk Total Protein Konsantrasyonu (ng/mL)
PEG 359.75+148.20 pg/mL, aralik: 175.8-590.4 ng/mL
Bu calisma | PES 249.92+193.38 pg/mL, aralik: 78.42-726.50 pg/mL
Kontrol 192.40+95.58 pg/mL, aralik: 80.30-472.40 pg/mL
PES 420£160 pg/mL, aralik: 180-990 pg/mL
Ifgﬁgciﬂe vd., | Katarakt 220+80 pg/mL, aralik: 40-340 pg/mL
;ﬁﬁégg)e”'a”g'e 260490 pg/mL, aralik: 120-500 pg/mL
][_)E;gg vd., 10 katarakt hastasi 291.6+92.1 pg/mL
Picht vd., ;ﬁ&i‘é‘ﬁ;‘;'e 4514215 pg/mL, aralik: 232-784 pg/mL
2001 PEG 728+142 pg/mL, aralik: 448-923 pg/mL
PEG 5634228 pg/mL
PES 245+118 pg/mL
ggglgel vd., | Katarakt 197485 pg/mL
POAG (Primary
open angle 214496 ng/mL
glaucoma)
PEG 162.51£112.21 pg/mL
gg‘izy vd. | 'pEg 98.46261.43 pg/mL
Kontrol 76.54+48.03 pg/mL
Prata vd., POAG 320 ng/mL, aralik: 80-1370 pg/mL
2007 Kontrol 160 pg/mL, aralik: 20-850 pg/mL
\(/:(;]O\évg]r_]g "Y'| 155 katarakt hastast 100-500 pg/mL

Bu sonuglara gore PEG ve PES hastalari ile kontroller akoz humor clusterin ve total

protein konsantrasyonuna bakilarak ayirt edilebilir gibi goriinmektedir, ancak bu
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konuda daha biiyiik popiilasyonlarda daha ileri arastirmalarin yapilarak bu iliskinin

teyit edilmesi gerekmektedir.

Tablo 4.5’te verilen ¢alismalarin 6zetine gore akdz humor total protein konsantrasyonu
araligi PEG, PES ve kontrol gruplarinda genel olarak 20-1370 pg/mL’dir. Bizim
calismamizda da buna benzer sekilde 78.42-726.50 pg/mL araligi bulunmustur. Bu
calismada ortalama total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda 3.36 kat, PES
hastalarinda 9.26 kat ve kontrollerde 5.88 kat varyasyon gostermektedir (Tablo 3.14).

Bu c¢alismada total protein i¢indeki clusterin oran1 agisindan ise PEG hastalarinda 5.68
kat, PES hastalarinda 99.67 kat ve kontrollerde 33.13 kat varyasyon goriilmiistiir
(Tablo 3.14).

Genel olarak akoz humor clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein
icindeki clusterin orani oldukca genis araliklar vermektedir ve bireyler arasi varyasyon

oldukca fazladir.

Akoz humor orneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein icindeki clusterin oram iizerine bazi risk

faktorlerinin etkileri

Ako6z humor 6rneklerinde yas, cinsiyet, diyabet, hipertansiyon, kalp hastalig1 ve sigara
kullaniminin clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein
i¢indeki clusterin orani iizerine etkileri PEG ve PES hastalari ile kontroller arasinda ve

tiim ak6z humor 6rneklerinde incelenmistir.

PES materyali birikimi ve toplumda PES goriilme siklig1 yasa bagli olarak artmaktadir
(Mitchell vd., 1999). PES nadiren 50 yasindan 6nce goriiliir ve goriilme siklig1 yasla
birlikte giderek artmaktadir. (Bhat, 2010). PES prevalansinin 50 yasindan itibaren her
on yilda yaklasik iki katina ¢iktigini raporlayan bir ¢alismaya gore 60-69 yas arasinda
PES prevalanst %10, 70-79 yas arasinda %21 ve 80-89 yas arasinda %33 olarak
saptanmistir (Forsius, 1988). Bu ¢alismada da akdz humor 6rneklerin 54-69 yas arasi
ile 70 yas ve tistii olmak iizere iki gruba boéliinerek analizler yapilmistir. Ortalama
clusterin konsantrasyonu 70 yas ve iistii PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.003)
ve kontrollere (P=0.007) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (Tablo 3.16). Ayni sekilde ortalama total protein konsantrasyonu da 70
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yas ve ustii PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.024) ve kontrollere (P=0.021)
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek goriilmiistiir (Tablo 3.16).

Yapilan ¢aligmalarda diyabet en fazla kontrollerde, daha sonra PES hastalarinda en
diisiik ise PEG hastalarinda goriilmiistiir (Topouzis vd., 2011; Psilas vd., 1991;
Shapoori vd., 2007; Miyazaki vd. 2005; Brajkovi¢ vd., 2007; Shingleton vd. 2003;
Jonas ve Griindler, 1998; Tarkkanen vd. 2008). Daha 6nce diyabeti olan hastalarin
akdz humor Orneklerindeki clusterin seviyesi incelenmemistir. Trougakos ve
arkadaslarinin (2002) ¢alismasinda serum clusterin protein seviyesinin tip 11 diyabetli
hastalarda anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (P<0.001). Diyabet
hastaliginda oksidatif stres biiylik rol oynamaktadir (Giacco ve Brownlee, 2010).
Oksidatif stresin clusterin seviyesini arttirdigi da bilinmektedir (Viard vd., 1999). Bu
durumda diyabetli hastalarin da akdz humor Orneklerinde clusterin protein
seviyelerinin incelenmesi 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada diyabeti olan (diyabet
+) bireylerdeki clusterin konsantrasyonu (P=0.025) ve total protein i¢indeki clusterin
oran1 (P=0.042), diyabeti olmayan (diyabet —) bireylere gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 3.19). Bu sonu¢ Trougakos ve
arkadaglarinin (2002) calismasina benzer sekilde diyabet hastalarinin akéz humor
orneklerinde de clusterin konsantrasyonunun anlamli derecede yiiksek oldugunu
gostermistir. Bu calismada ayrica PEG ve PES hastalar1 ile kontroller arasindaki
diyabet + ve diyabet — bireylerdeki ortalama ak6z humor clusterin konsantrasyonu
kiyaslandiginda, diyabet — PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.008) ve kontrollere
(P=0.008) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek clusterin seviyesi
saptanmistir. Ayni sekilde ortalama total protein konsantrasyonu diyabet — PEG
hastalarinda PES hastalarina (P=0.003) ve kontrollere (P=0.004) kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 3.20). Akdz humor 6rneklerinde
yapilan korelasyon analizinde ise kontrollerin clusterin konsantrasyonu diyabet ile
pozitif korelasyon gostermistir (r=0.438, P=0.041) (Tablo 3.31). Ayrica total protein
igindeki clusterin orani ile diyabet arasinda PEG hastalarinda (r=0.658, P=0.020) ve
kontrollerde (r=0.558, P=0.007) korelasyon bulunmustur (Tablo 3.29 ve 3.31).

Hipertansiyon hastaliginin patofizyolojisinde oksidatif stres sebebiyle meydana gelen
vaskiiler hasar goriilmektedir (Montezano vd., 2015; Grossman, 2008) ve clusterin

seviyesinin hipertansiyon durumunda arttig1 tespit edilmistir (Yoo vd., 1998). Ayrica
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baz1 clusterin genetik polimorfizmlerinin hipertansiyon hastalarinda serum lipid
seviyelerini etkiledigi goriilmiistiir (Miwa vd., 2005). Mitchell ve arkadaslar1 (1997)
PEG ve PES hastalig1 ile hipertansiyon arasinda pozitif korelasyon bulmuslardir. Daha
once hipertansiyon hastasi (hipertansiyon +) bireylerin akéz humor o6rneklerindeki
clusterin seviyesi incelenmemistir. Bu caligmada ortalama clusterin konsantrasyonu
hipertansiyon + PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.002) ve kontrollere (P=0.041)
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 3.22). Benzer
sekilde ortalama total protein konsantrasyonu da hipertansiyon + PEG hastalarinda
PES hastalarina (P=0.008) ve kontrollere (P=0.005) kiyasla istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksek goriilmistiir (Tablo 3.22). Genel olarak hipertansiyon + PEG
hastalarinda genel kiyaslamayla benzer sekilde -clusterin ve total protein

konsantasyonu diger gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Daha once kalp hastalifi olan bireylerde clusterin seviyesinin istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (Trougakos vd., 2002). Yapilan
caligmalarda PES ile kalp hastalig1 arasinda anlamli bir iliski gortiliirken (French vd.,
2012; Brajkovi¢ vd., 2007; Ritland vd., 2004), PEG ile kalp hastalig1 arasinda anlamli
bir iliski goriilmemistir (Topouzis vd., 2011; Tarkkanen vd., 2008). Bu calismada ise
akdz humor orneklerindeki clusterin konsantrasyonu PEG ve PES hastalan ile

kontrollerde istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmamustir.

Akcigerde sigara kullanimi sebebiyle meydana gelen oksidatif streste clusterin
proteininin koruyucu etkisi oldugu goriilmiistiir (Carnevali vd., 2006). Yapilan bazi
caligmalarda sigara kullanma durumu ile PEG ve PES hastalig1 arasinda anlamli bir
iliski bulunmamustir (Topouzis vd., 2011; Gokce ve Gokee, 2015). Speckauskas ve
arkadaslarinin (2012) calismasina goére ise uzun siire sigara kullanimi PES riskini
arttirmaktadir. Bu ¢aligmada ortalama clusterin konsantrasyonu sigara kullanmayan
PEG hastalarinda PES hastalarmma (P=0.002) ve kontrollere (P=0.009) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.26). Benzer sekilde ortalama
total protein konsantrasyonu da sigara kullanmayan PEG hastalarinda PES hastalarina
(P=0.006) ve kontrollere (P=0.001) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 3.26).

Akoéz humor Ornekleri popiilasyonundaki tiim risk faktorleri ayr1 ayn

degerlendirildiginde 70 yas ve lstii, diyabet —, hipertansiyon + ve sigara kullanmayan
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PEG hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlaml

derece yiiksek clusterin ve total protein konsantrasyonu goriilmiistiir.

Akoz humor oOrneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein
konsantrasyonu ve total protein icindeki clusterin orami ile clusterin

polimorfizmleri arasindaki iliski

PES hastalarinda goziin 6n kamarasindaki oksidatif ortam (Koliakos vd., 2003)
nedeniyle protein yanlis katlanmalarinin meydana gelebilecegi, clusterin ifadesinin de
azalmis olmasimin sonucunda protein birikiminin arttifi ve PES’de goriilen
karakteristik patolojik birikimi meydana getirdigi Onerisi getirilmistir (Zenkel vd.,
2006). Oksidatif strese ragmen clusterin ifadesinin diisiik olmasi, bize bu patolojide
clusterin seviyelerinin diisiilk olmasina neden olan bazi baska faktorlerin de devrede
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu faktdrlerin arasinda diisiik ifade edilme seviyesine
neden olan genetik polimorfizmler olabilir. Clusterin genetik polimorfizmleri ile PEG
ve PES riski konusunda yapilan ¢aligmalar tartisma boliimiindeki clusterin genetik
polimorfizmlerin etnik dagilimi ve bu polimorfizmlerin PEG ve PES riski ile iliskisi
baslig1 altinda 6zetlenmistir. Daha 6nce akéz humor oOrneklerinde bu calismada
incelenen SNP’ler ile clusterin seviyesinin kiyaslandigi sadece bir ¢alisma vardir.
Padhy ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan calismada rs2279590 C/T i¢in C
alelinin Hintli popiilasyonunda PES hastalig1 ile iliskili oldugu goézlenmistir. Bu
calismada ayrica, rs2279590 C/T i¢in C alelini homozigot olarak tasiyanlarin (CC) TT
genotiplere gore 2 kat daha fazla clusterin mRNA ifade edilme seviyesine sahip oldugu

gosterilmistir (Padhy vd., 2014).

Bu c¢alismada clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T, rs2279590 C/T icin akoz
humor ortalama clusterin konsantrasyonu CC genotipli PEG hastalarinda CC genotipli
PES hastalarina (P=0.012) ve kontrollere (P=0.012) kiyasla istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksek bulunmustur. Padhy ve arkadaslarinin (2014) ¢alismalarindaki gibi
CC genotipli PES hastalarinda clusterin konsantrasyonu kontrollere gore yiiksek
olarak bulunsa da aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Ayn1 sekilde
ortalama total protein konsantrasyonu da CC genotipli PEG hastalarinda CC genotipli
PES hastalarina (P=0.011) ve kontrollere (P=0.005) kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek ¢ikmistir (Tablo 3.27). Ozetle, akéz humor ortalama clusterin ve total

protein konsantrasyonu agisindan clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T,
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rs2279590 C/T SNP’leri i¢in CC genotipi PEG hastalarinda PES hastalarina ve
kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu
SNP’ler i¢cin CC genotipli bireylerde PEG ve PES hastalig1 ile kontrolleri ak6z humor
clusterin ve total protein konsantrasyonlarmma bakarak ayirt etmek miimkiin
goriinmektedir. Lojistik regresyon analizine gore gozyasi ornekleri popiilasyonunda
CC genotipi ile PEG hastalig1 ~3.0 kat (P=0.016) iliskili gorilmistiir (Tablo 3.58).

Ako6z humor 6rnekleri de bu iliskiyi destekler nitelikte goriinmektedir.

Clusterin rs3087554 A/G i¢in akdz humor ortalama clusterin konsantrasyonu AG
genotipli PEG hastalarinda AG genotipli PES hastalarina (P=0.046) ve kontrollere
(P=0.022) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ayni
zamanda ortalama total protein konsantrasyonu AG genotipli PEG hastalarinda AG
genotipli PES hastalarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede ytiksek ¢cikmistir
(P=0.032). Ortalama total protein konsantrasyonu AA genotipli PEG hastalarinda da
AA genotipli PES hastalarina (P=0.048) ve kontrollere (P=0.006) kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 3.28). Lojistik regresyon
analizine gore gozyas1 ornekleri popiilasyonunda GG ve AG genotipi ile PEG hastalig
~2.4 kat (P=0.022) iligkili goriilmiistiir (Tablo 3.59). Ak6z humor 6rnekleri de bu

iliskiyi destekler nitelikte goériinmektedir.
Gozyasi clusterin konsantrasyonu

Yukaridaki tartisma boliimlerinde de ozetlendigi gibi PEG ve PES hastalar ile
kontroller, akoz humor 6rneklerindeki clusterin ve total protein seviyelerine bakilarak
ayirt edilebilir gibi goriinmektedir. Akéz humor 6rnekleri katarakt ameliyati olan
bireylerden ameliyat sirasinda alinmaktadir. Ancak toplumda herkesten akz humor
ornegi alimmast miimkiin olamayacagindan, herkese uygulanabilecek bir parametre
degildir. Bu nedenle, biz bu ¢aligmamizda daha kolay ulasilabilir bir biyolojik 6rnek
olan gdzyasi ile akoz humorda bu proteinlerin seviyesini karsilastirmay1 ve aralarinda
bir korelasyon olup olmadigini incelemeyi amaclayarak, gézyas: 6rneklerinin PEG ve

PES hastaliklarinin tanisina katkida bulunabilecegini diistindiik.

Daha 6nce yapilan caligmalarda gézyasinda clusterinin varlig tespit edilmistir (Zhou
vd., 2012), fakat gozyasinda clusterin konsantrasyonunu inceleyen herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu yoniiyle bu calisma ilktir. Bu caligmada ortalama

clusterin konsantrasyonu PEG hastalarinda 9.86+9.75 pg/mL, PES hastalarinda
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7.67+5.77 pg/mL ve kontrollerde 7.83+6.67 pg/mL olarak bulunmustur ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmemistir (P=0.729). Kontrollerde
gbzyas1 ortalama clusterin konsantrasyonu araligr 0.21-41.29 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Bu c¢alismada kontrol gézyasi ortalama clusterin konsantrasyonu araligi
0.21-41.29 ng/mL olarak tespit edilmistir. Gozyas1 ortalama clusterin konsantrasyonu
PEG hastalarinda 104.63 kat, PES hastalarinda 71.71 kat ve kontrollerde 196.62 kat
varyasyon gostermektedir (Tablo 3.32).

Gozyas total protein konsantrasyonu

Gozyasindaki total protein konsantrasyonu saglikli bireylerde Posa ve arkadaslari
(2013) tarafindan (9 saglikli, 23-35 yas arasi bireyde) 4.6 mg/mL, Zhou ve arkadaslari
(2012) tarafindan (4 saglikli, 3614 yasinda bireyde) ise 6-10 mg/mL olarak tespit
edilmistir. Assouti ve arkadaslarinin (2006) calismasinda (25 PES hastas1 ve 22
kontrol, 56-90 yas arasi bireylerde) gozyasindaki total protein konsantrasyonu ise
kontrollerde 0.921+0.52 mg/mL (aralik: 0.400-1.442 mg/mL), PES grubunda ise
1.159+£0.63 mg/mL (aralik: 0.526-1.792 mg/mL) olarak bulunmustur ve bu degerler
diger iki ¢alismaya ve bizim ¢alismamiza gére oldukca diisiiktiir. PEG hastalarinin
gozyast total protein konsantrasyonunu inceleyen bir c¢alisma literatiirde

bulunmamaktadir ve bu yonden bizim ¢alismamiz ilktir.

Bizim ¢alismamizda gdzyasindaki ortalama total protein konsantrasyonu (80 PEG
hastasi, 81 PES hastasi ve 80 kontrol bireyde) PEG hastalarinda 18.86+8.82 mg/mL,
PES hastalarinda 15.73+8.54 mg/mL ve kontrollerde 16.414+10.22 mg/mL olarak
bulunmustur ve bu iic grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(P=0.004). Gozyas1 ortalama total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda PES
hastalarma (P=0.004) ve kontrollere (P=0.004) kiyasla istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksektir (Tablo 3.32). Bizim calismamizda belirlenen total protein
konsantrasyonu degerleri yukarida Ozetlenen caligmalara gore daha yiiksektir ve
literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogunda bu caligmadakine nazaran diisiik 6rnek sayisi ile
calisilmig ve caligilan gruplarin yas ortalamasi bu ¢alismaya gore daha diistiktiir.
Ayrica gozyast Orneklerinden proteinlerin geri kazanimi i¢in kullandiklart metot her
birinde farklidir ve bizim calismamizda gelistirdigimiz ekstraksiyon yOnteminin
proteinlerin geri kazaniminda ¢ok daha bagarili oldugu goriilmektedir (Posa vd., 2013;

Zhou vd., 2012; Assouti vd., 2006). Bu calismada en yiiksek ortalama total protein
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konsantrasyonu PEG hastalarinda goriiliirken, en diisiik ortalama total protein
konsantrasyonu PES hastalarinda goriilmiistiir. Kontrol gbzyasi ortalama total protein

konsantrasyonu aralig1 4.91-55.71 mg/mL olarak tespit edilmistir (Tablo 3.32).

Clusterin ve total protein konsantrasyonu, PEG hastalarinda (r=0.631, P=0.000), PES
hastalarinda (r=0.525, P=0.000) ve kontrollerde (r=0.469, P=0.000) pozitif korelasyon
gostermistir. Ayn1 sekilde clusterin konsantrasyonu ile total protein i¢indeki clusterin
orani arasinda da PEG hastalarinda (r=0.783, P=0.000), PES hastalarinda (r=0.781,
P=0.000) ve kontrollerde (r=0.663, P=0.000) pozitif korelasyon vardir. Buna gore
clusterin konsantrasyonunda artis goriildiigiinde total protein konsantrasyonunda ve

total protein i¢indeki clusterin oraninda da artis gorilmiistiir (Tablo 3.51, 3.52 ve

3.53).

Bu calismadaki kontrol gozyasi ortalama total protein konsantrasyonu araligi 4.91-
55.71 mg/mL olarak tespit edilmistir ve diger ¢aligmalara gore ¢ok daha genis bir
aralik belirlenmistir. Gozyas1 ortalama total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda
5.55 kat, PES hastalarinda 9.07 kat ve kontrollerde 11.35 kat varyasyon gostermektedir
(Tablo 3.32).

Bu calismada total protein i¢indeki clusterin orani agisindan ise PEG hastalarinda
82.00 kat, PES hastalarinda 27.40 kat ve kontrollerde 42.33 kat varyasyon goriilmiistiir
(Tablo 3.30).

Genel olarak g6zyasi clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki
clusterin oran1 oldukca genis araliklar vermektedir ve bireyler aras1 varyasyon oldukca

fazladir.

Gozyas1 orneklerindeki clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu
ve total protein icindeki clusterin orani iizerine baz risk faktorlerinin etkilerinin

degerlendirilmesi

Bu caligmada gozyas1 6rneklerinde ortalama clusterin konsantrasyonu 51-69 yas arasi
bireylerde (7.39+£6.52 pg/mL), 70 yas ve iistii bireylere gore (9.38+8.37 nug/mL)
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (P=0.044) (Tablo 3.33). Yas
ile beraber gozyasi clusterin konsantrasyonunda da artis gézlenmistir. Ortalama total

protein konsantrasyonu ise 51-69 yas arast PEG hastalarinda PES hastalarina
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(P=0.020) ve kontrollere (P=0.001) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek goriilmiistiir (Tablo 3.34).

Cinsiyete gore kiyaslama yapildiginda gézyas1 6rneklerindeki ortalama total protein
konsantrasyonu erkek PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.000) ve kontrollere
(P=0.006) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ¢ikmistir (Tablo 3.36).
Hem tiim popiilasyonda (213 PEG, 214 PES, 215 Kontrol) hem de gozyasi
popiilasyonunda (80 PEG, 81 PES, 80 Kontrol) yapilan lojistik regresyon analizi erkek
olmak ile PEG hastaliginin ~2 kat iliskili oldugunu gostermistir. Bu durumda PEG
hastalig1 i¢in kadin olmak ~2 kat koruyucudur denilebilir (Tablo 3.57, 3.58, 3.59, 3.60
ve 3.61).

Stolwijk ve arkadaglarinin (1994) ¢alismasinda retinopatisi olan diyabet hastalari,
retinopatisi olmayan diyabet hastalar1 ve kontrollerin gézyast Orneklerinde total
protein konsantrasyonlari incelenmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. PEG ve PES hastalarinda diyabetli olan ve olmayan bireyler i¢in
gbzyas1 total protein konsantrasyonu daha dnce incelenmemistir ve bu calisma bu
yoniiyle ilktir. Bu calismada gdzyas1 ortalama total protein konsantrasyonu diyabeti
olan (diyabet +) PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.020) ve kontrollere (P=0.001)
kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 3.38).

Gozyas1 ortalama total protein konsantrasyonu normal tansiyonlu (hipertansiyon —)
PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.022) ve kontrollere (P=0.012) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek goriilmiistiir (Tablo 3.40). PEG ve PES
hastalarinda hipertansiyon hastalig1 olan ve olmayan bireyler i¢in gézyas: total protein

konsantrasyonu daha dnce incelenmemistir ve bu ¢alisma bu yoniiyle ilktir.

Gozyas1 ortalama total protein konsantrasyonu kalp hastaligi olmayan (kalp —) PEG
hastalarinda PES hastalarina (P=0.002) ve kontrollere (P=0.000) kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksektir (Tablo 3.42). PES hastalarinda gozyasindaki total
protein igindeki clusterin orani ile kalp hastaligi arasinda da negatif korelasyon
goriilmiistiir (r=—0.255, P=0.021), kalp hastalig1 olan bireylerde total protein i¢indeki
clusterin orani daha azdir (Tablo 3.52). PEG ve PES hastalarinda kalp hastaligi olan
ve olmayan bireyler i¢in gbézyast total protein konsantrasyonu daha Once

incelenmemistir ve bu ¢alisma bu yoniiyle ilktir.
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Gozyas1 ortalama total protein konsantrasyonu inme hastaligi gecirmemis (inme —)
PEG hastalarinda PES hastalarina (P=0.003) ve kontrollere (P=0.008) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 3.44). PEG ve PES
hastalarinda inme hastalig1 gecirmis ve geg¢irmemis bireyler i¢in gdzyasi total protein

konsantrasyonu daha dnce incelenmemistir ve bu ¢alisma bu yoniiyle ilktir.

Bu caligmaya gore gozyasi ortalama clusterin konsantrasyonu sigara kullanan (sigara
+) PEG hastalarinda PES hastalarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksekken (P=0.019), PES hastalarinda ise kontrollere kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiiktiir (P=0.014). Gozyas1 clusterin konsantrasyonu ile sigara
kullanimi arasinda PEG hastalarinda pozitif (r=0.225, P=0.045), PES hastalarinda ise
negatif (r=—0.260, P=0.019) korelasyon goriilmektedir (Tablo 3.51 ve 3.52). Grus ve
arkadaslarinin (2002) c¢alismasina gore sigara igen bireylerde icmeyenlere gore
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek total protein seviyesi gdzlenmistir. PEG
ve PES kapsaminda gozyasi total protein konsantrasyonu agisindan sigara igme
durumunu kiyaslayan bir ¢alisma ise literatiirde bulunmamaktadir. Bu ¢alismaya gore
gozyas1 ortalama total protein konsantrasyonu sigara + PEG hastalarinda PES
hastalarma (P=0.001) ve kontrollere (P=0.020) kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksektir (Tablo 3.46). PES hastalarinda gbzyas1 total protein
konsantrasyonu ile sigara kullanimi arasinda negatif korelasyon goriilmiistiir (r=—
0.231, P=0.038), buna gore sigara kullanan bireylerde total protein konsantrasyonu

daha azdir (Tablo 3.52).

Gozyas1 ornekleri popiilasyonunda incelenen risk faktorleri karsilagtirildiginda PES
hastalarinda kalp hastalig1 ile sigara kullanimi arasinda pozitif korelasyon goriiliirken
(r=0.304, P=0.006), kontrollerde hipertansiyon ile sigara kullanimi arasinda negatif
korelasyon (r=—0.290, P=0.009) goriilmiistiir (Tablo 3.52 ve 3.53).

Gozyas1 ornekleri popiilasyonundaki tiim risk faktorleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde
51-69 yas arasi, erkek, diyabet +, hipertansiyon —, kalp —, inme — ve sigara + PEG
hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derece

yiiksek total protein konsantrasyonu goriilmiistiir.
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Gozyas1 orneklerinde clusterin konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve

total protein icindeki clusterin orani ile clusterin polimorfizmleri arasindaki iliski

Onceki béliimlerde de belirtildigi gibi gdzyasinda clusterin seviyesini inceleyen bir

calisma mevcut degildir ve bu ¢alisma bu yonden ilktir.

Bu calismada clusterin rs11136000 C/T ve rs1532278 C/T SNP’leri i¢in gozyasi
ortalama clusterin konsantrasyonu, CT genotipli kontrol bireylerinde CC genotipli
kontrol bireylerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(P=0.011) (Tablo 3.47 ve 3.49).

Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in gbzyasi ortalama total protein konsantrasyonu, AG
genotipli PEG hastalarinda AG genotipli PES hastalarina (P=0.013) ve kontrollere
(P=0.004) kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek goriilmiistiir (Tablo
3.48)

PEG ve PES hastalar1 ile kontrollerde rs2279590 C/T genotiplerine gore clusterin
konsantrasyonu, total protein konsantrasyonu ve total protein i¢indeki clusterin orani

agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (Tablo 3.50).

Gozyas1 ornekleri popiilasyonunda yapilmis olan korelasyon analizinde PEG ve PES
hastalar1 ile kontrollerde genel olarak clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve
rs2279590 C/T SNP’leri ile rs3087554 A/G SNP’si arasinda negatif korelasyon
goriiliirken, rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri arasinda
pozitif korelasyon goriilmiistiir (Tablo 3.51, 3.52 ve 3.53). Bu durum ak6z humor

ornekleri popiilasyonunda da ayni sekilde gézlenmistir.
Akoz humor ve gozyasindaki clusterin protein seviyeleri arasindaki iliski

Hem akdz humor hem de gozyasi 6rnegi alinmis olan 10 PEG hastasi, 11 PES hastas1
ve 15 kontrol bireyde clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein i¢indeki
clusterin orani arasindaki korelasyona bakilmistir (Tablo 3.54, 3.55 ve 3.56). PEG
hastalar1 ile kontrollerde clusterin ve total protein konsantrasyonu ile total protein
icindeki clusterin orani agisindan akdz humor ve gézyast 6rnekleri arasinda herhangi
bir korelasyon goriilmemistir. PES hastalarinda akdz humor clusterin konsantrasyonu
ile gozyasi total protein konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir

(r=0.733, P=0.010) (Tablo 3.55).
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Sonu¢

Sonug olarak bu ¢alisma erkek olmak ile PEG hastaliginin ~2 kat iliskili oldugunu
gostermistir. Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri
arasinda pozitif ve bu 3 SNP ile rs3087554 A/G arasinda ise negatif korelasyon
goriilmiistiir. Clusterin rs1532278 C/T PEG ve PES kapsaminda daha Once
incelenmemistir ve bu calisma ilktir. Birbiri ile korele olan 3 SNP i¢in TT genotipi ~3
kat, rs3087554 A/G i¢in ise AA genotipi PEG i¢in ~2.4 kat koruyucu goriinmektedir.
Bu 4 SNP’nin ikili, G¢li ve dortli olarak birlestiriimis CCAG, CCAGCC ve
CCAGCCCC genotipi, PEG hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel olarak anlamli
derecede fazla goriilmiistiir. Bu sonuglara gore clusterin rs11136000 C/T, rs1532278
C/T ve 152279590 C/T i¢in CC genotipi ile rs3087554 A/G i¢in AG genotipine sahip
olmak PEG ile PES hastaliklar1 i¢in ayirt edici olabilir gibi goriinmektedir.

Ak6z humor ortalama clusterin ve total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda PES
hastalarina ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Ak6éz humor ortalama clusterin ve total protein konsantrasyonu
acgisindan clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T, rs2279590 C/T SNP’leri i¢in CC
genotipi, rs3087554 A/G i¢in ise AA ve AG genotipi PEG hastalarinda PES hastalarina

ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Gozyasinda clusterin seviyesini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
yoniiyle bu caligma ilktir. Gozyas1 ortalama total protein konsantrasyonu PEG
hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamh
derecede yiiksektir. Ayrica gézyast ortalama total protein konsantrasyonu agisindan
clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in AG genotipi PEG hastalarinda PES hastalarina ve

kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

PES hastalarinda akéz humor clusterin konsantrasyonu ile gozyasi total protein
konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir (r=0.733, P=0.010). Ileride
bu konuda daha fazla calisma yapilarak bu sonuclar onaylanabilir ve biyobelirteg

olarak kullanilacak bir parametre lizerinde ¢aligmalar gelistirilebilir.
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5. SONUC

Psodoeksfoliasyon sendromu (PES), yasa bagli olarak gelisen, hiicre dis1 matrikste
lifsi materyallerin hem okiiler dokularda hem de ¢esitli i¢ organlarda birikmesi ile
karakterize edilen sistemik bir bozukluktur (Andrikopoulos vd., 2014).
Psodoeksfoliasyon sebebiyle olusan glokoma psddoeksfoliatif glokom (PEG) adi
verilir ve PEG tedavi edilmediginde korliige sebep olabilmektedir. Bu sebeple PEG

geligme riski olan PES hastalarinin tespit edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Clusterin proteini hiicresel stres durumlarinda, yanlhs katlanmis proteinlerin stresle
tetiklenen ¢okelmesi ve yigismasinin dnlenmesini saglar (Zenkel vd., 2006). Yapilan
in vitro ¢aligmalarda 1s1 soku ve oksidatif stres gibi hiicresel stres durumlarinda
clusterin ifadesinin indiiklendigi goriilmiistiir (Viard vd., 1999). PES hastalarinda
gdziin 6n kamarasindaki oksidatif ortam (Koliakos vd., 2003) nedeniyle protein yanlis
katlanmalarinin meydana gelebilecegi, clusterin ifadesinin de azalmis olmasinin
sonucunda protein birikiminin arttigit ve PES’de goriilen karakteristik patolojik
birikimi meydana getirdigi Onerisi getirilmistir (Zenkel vd., 2006). Oksidatif strese
ragmen clusterin ifadesinin diisiik olmasi, bize bu patolojide clusterin seviyelerinin
diisik olmasina neden olan bazi bagka faktorlerin de devrede olabilecegini
diistindiirmiistiir. Bu faktorlerin arasinda diisiik ifade edilme seviyesine neden olan
genetik polimorfizmler olabilir. Bu ¢alisma PEG ve PES riski ile clusterin genetik
polimorfizmleri ve akdz humor ile gdzyasindaki clusterin protein seviyeleri arasindaki

iliskiyi incelemeyi amaglamstir.

Yapilan lojistik regresyon analizi erkek olmak ile PEG hastaliginin ~2 kat iligkili

oldugunu gostermistir.

Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve rs2279590 C/T SNP’leri yapilan es
lineerlik istatistigine gore es lineerlik gostermistir. Ayrica hem akéz humor hem de
gozyas1 Orneklerinde yapilan korelasyon analizinde bu 3 SNP’nin PEG ve PES
hastalar1 ile kontrollerde korele olduklar1 goriilmiistiir. Clusterin rs1532278 C/T, PEG

ve PES kapsaminda daha 6nce incelenmemistir ve bu calisma ilktir. Yapilan lojistik
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regresyon analizine gore gozyasit Ornekleri popiilasyonunda PEG igin clusterin
rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve 152279590 C/T SNP’lerinde CT genotipi ve CC
genotipi ayr1 ayr1 ve beraber olarak TT genotipi ile kiyaslandiginda ~3 kat riskli
bulunmustur. Bu sonuglara gore C alelinin PEG ve PES hastaligi ile iliskisi olabilecegi
diistiniilmektedir. Clusterin rs3087554 A/G SNP i¢in ise AA genotipi PEG i¢in ~2.4

kat koruyucu goriinmektedir.

Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve 152279590 C/T SNP’lerinin her biri ile
rs3087554 A/G SNP’sinin ikili olarak birlestirilmis CCAG genotipi, ii¢lii olarak
birlestirilmis CCAGCC ve dortlii olarak birlestirilmis CCAGCCCC genotipi, PEG
hastalarinda PES hastalarindan istatistiksel olarak anlamli derecede fazla goriilmiistiir.
Bu sonuglara gore clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T ve 152279590 C/T igin
CC genotipi ile 1rs3087554 A/G i¢cin AG genotipine sahip olmak PEG ile PES

hastaliklar i¢in ayirt edici olabilir gibi goriinmektedir.

Ak6z humor ortalama clusterin ve total protein konsantrasyonu PEG hastalarinda PES
hastalarma ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek
bulunmustur. Ak6z humor clusterin konsantrasyonu ile total protein konsantrasyonu
ve total protein i¢indeki clusterin oran1 arasinda PEG ve PES hastalari ile kontrollerde
pozitif korelasyon goriilmiistiir. Ak6z humor o6rnekleri popiilasyonundaki tiim risk
faktorleri ayri ayr1 degerlendirildiginde 70 yas ve stii, diyabet —, hipertansiyon + ve
sigara kullanmayan PEG hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek clusterin ve total protein konsantrasyonu
gorilmistiir. Clusterin rs11136000 C/T, rs1532278 C/T, 1rs2279590 C/T SNP’leri i¢in
CC genotipi, rs3087554 A/G icin ise AA ve AG genotipi akéz humor ortalama
clusterin ve total protein konsantrasyonu agisindan PEG hastalarinda PES hastalarina

ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Gozyasinda clusterin seviyesini inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
yoniiyle bu calisma ilktir. Gozyas1 ortalama total protein konsantrasyonu PEG
hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksektir. Gozyasi clusterin konsantrasyonu ile total protein konsantrasyonu
ve total protein i¢indeki clusterin oran1 PEG ve PES hastalari ile kontrollerde pozitif
korelasyon gostermistir. Gozyas1 drnekleri popiilasyonundaki tiim risk faktorleri ayri

ayr1 degerlendirildiginde 51-69 yas arasi, erkek, diyabet +, hipertansiyon —, kalp —,
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inme — ve sigara kullanan PEG hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derece yiiksek total protein konsantrasyonu goriilmiistiir.
Ayrica clusterin 13087554 A/G SNP i¢in AG genotipi gozyasi ortalama total protein
konsantrasyonu acisindan PEG hastalarinda PES hastalarina ve kontrollere kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

PES hastalarinda akéz humor clusterin konsantrasyonu ile gozyasi total protein

konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon goriilmistiir (r=0.733, P=0.010).

Bu calisma gozyasinda clusterin seviyesini ve clusterin rs1532278 C/T polimorfizmi
ile PEG ve PES iliskisini inceleyen ilk c¢alismadir. Bu, Tiirk toplumunda akoz
humordaki clusterin konsantrasyonunu dlgen ilk ¢alismadir. Clusterin rs3087554 A/G
Tiirk popiilasyonunda ilk kez bu calismada incelenirken, 152279590 C/T ise PEG ve
PES kapsaminda Tiirk popiilasyonunda ilk kez incelenmistir. Bu ¢alisma akéz humor
orneklerindeki clusterin ve total protein konsantrasyonunun PEG teshisinde ve PEG
hastalar1 ile PES hastalarinin ayriminda Kullanilabilecegine isaret etmistir. Ancak
PES’leri kontrollerden ayiramamaktadir, bu nedenle PES teshisinde kullanilamaz. Ote
yandan, gdzyas1 total protein konsantrasyonu parametresi PEG teshisi i¢in kullanilma
potansiyeli tasimaktadir. Bu konuda daha biiyiikk popiilasyonlarda daha ileri
arastirmalar yapilarak bu iliskinin teyit edilmesi gerekmektedir. Ayrica, ilerleyen
zamanlarda popiilasyon genetik haritasinin varliginda, bu ¢calismada hastalik teshis ve
tedavisi i¢in belirlenen risk faktorleri ve genotipleri PEG ve PES hastaliklarinin
tanisinda yol gosterici olacaktir. Incelenen protein bu hastaliklar igin biyobelirteg
olarak kullanilma potansiyeli tasimaktadir. Ileride yapilacak daha ileri analizler
sonucunda bu calismada belirlenen biyobelirtegler hastaligin tan1 ve tedavisi i¢in bir
tan1 kiti veya biyosensor gelistirilmesinde yol gosterici olabilir. Bu ¢aligma literatiire
sagladig katkilar ile biyoenformatik caligmalari i¢in de veri kaynagidir. Bu calisma
bu yonleriyle Biyomedikal Miihendisligi’ne katki saglayan bir proje 0Ozelligi

tasimaktadir.

209






KAYNAKLAR

Aasved, H. (1971). Mass screening for fibrillopathia epitheliocapsularis. Acta
ophthalmologica, 49(2), 334-343.

Aasved, H. (1979). Prevalence of fibrillopathia epitheliocapsularis
(pseudoexfoliation) and capsular glaucoma. Transactions of the
ophthalmological societies of the United Kingdom, 99(2), 293-295.

Abu-Amero, K. K., Bosley, T. M., Morales, J. (2008b). Analysis of nuclear and
mitochondrial genes in patients with pseudoexfoliation glaucoma.
Molecular vision, 14, 29.

Abu-Amero, K. K., Morales, J., Mohamed, G. H., Osman, M. N., Bosley, T. M.
(2008a). Glutathione S-transferase M1 and T1 polymorphisms in Arab
glaucoma patients. Molecular vision, 14, 425.

Alayhoglu, M., Gezen-Ak, D., Dursun, E., Bilgi¢, B., Hanagasi, H., Ertan, T.,
Giirvit, H., Emre, M., Eker, E., Uysal, O., Yilmazer, S. (2016). The
association between clusterin and APOE polymorphisms and late-onset
Alzheimer disease in a Turkish cohort. Journal of geriatric psychiatry
and neurology, 29(4), 221-226.

Al-Dabbagh, N. M., Al-Dohayan, N., Arfin, M., Tariqg, M. (2009). Apolipoprotein
E polymorphisms and primary glaucoma in Saudis. Molecular vision, 15,
912.

Allingham, R. R., Loftsdottir, M., Gottfredsdottir, M. S., Thorgeirsson, E.,
Jonasson, F., Sverisson, T., Hodge, W.G., Damji, K.F., Stefansson, E.
(2001). Pseudoexfoliation syndrome in Icelandic families. British
journal of ophthalmology, 85(6), 702-707.

Alpay, H., Ersoy, G. (1989). Psddoeksfoliasyon sendromu (Istatistiksel bir calisma).
Tiirk Oftalmoloji Gazetesi, 19, 63-66.

Ananthi, S., Chitra, T., Bini, R., Prajna, N. V., Lalitha, P., Dharmalingam, K.
(2008). Comparative analysis of the tear protein profile in mycotic
keratitis patients. Molecular vision, 14, 500.

Anastasopoulos, E., Coleman, A. L., Wilson, M. R., Sinsheimer, J. S., Yu, F,,
Katafigiotis, S., Founti, P., Salonikiou, A., Pappas, T., Koskosas, A.,
Katopodi, T., Lambropoulos, A., Topouzis, F. (2014). Association of
LOXL1 Polymorphisms With Pseudoexfoliation, Glaucoma, Intraocular
Pressure, and Systemic Diseases in a Greek Population. The Thessaloniki
Eye Study LOXL1 and Pseudoexfoliation in the Thessaloniki Eye Study.
Investigative ophthalmology & visual science, 55(7), 4238-4243.

211



Andrikopoulos, G. K., Alexopoulos, D. K., Gartaganis, S. P. (2014).
Pseudoexfoliation syndrome and cardiovascular diseases. World journal
of cardiology, 6(8), 847.

Aragon-Martin, J. A., Ritch, R., Liecbmann, J., O’Brien, C., Blaaow, K., Mercieca,
F., Spiteri, A., Cobb, C. J., Damji, K. F., Tarkkanen, A., Rezaie, T.,
Child, A. H., Sarfarazi, M. (2008). Evaluation of LOXL1 gene
polymorphisms in exfoliation syndrome and exfoliation glaucoma.
Molecular vision, 14, 533.

Arttiirk, N., Oge, L., Eski Yiicel, O. (2005). Exfoliation syndrome in middle east and
black sea area of Turkey. In 5th International Glaucoma Symposium-1GS
Final Program and Book of Abstracts.

Ariga, M., Nivean, M., Utkarsha, P. (2013). Pseudoexfoliation syndrome. Journal
of current glaucoma practice, 7(3), 118.

Arnarsson, A. M. (2009). Epidemiology of exfoliation syndrome in the Reykjavik
Eye Study. Acta ophthalmologica, 87(thesis3), 1-17.

Arnarsson, A., Damji, K. F., Sverrisson, T., Sasaki, H., Jonasson, F. (2007).
Pseudoexfoliation in the Reykjavik Eye Study: prevalence and related
ophthalmological variables. Acta Ophthalmologica, 85(8), 822-827.

Assouti, M., Vynios, D. H., Anagnostides, S. T., Papadopoulos, G.,
Georgakopoulos, C. D., Gartaganis, S. P. (2006). Collagen type IX and
HNK-1 epitope in tears of patients with pseudoexfoliation syndrome.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease,
1762(1), 54-58.

Baca, J. T., Finegold, D. N., Asher, S. A. (2007). Tear glucose analysis for the
noninvasive detection and monitoring of diabetes mellitus. The ocular
surface, 5(4), 280-293.

Baker, G. R., Morton, M., Rajapaska, R. S., Bullock, M., Gullu, S., Mazzi, B.,
Ludgate, M. (2006). Altered tear composition in smokers and patients
with graves ophthalmopathy. Archives of ophthalmology, 124(10), 1451-
1456.

Bhat, S. (2010). Pseudoexfoliation syndrome: an identifiable cause of open angle
glaucoma. KJO, 22(4), 330-335.

Bialasiewicz, A. A., Wali, U., Shenoy, R., Al-Saeidi, R. (2005). Patients with
secondary open-angle glaucoma in pseudoexfoliation (PEX) syndrome
among a population with high prevalence of PEX. Clinical findings and
morphological and surgical characteristics. Der Ophthalmologe:
Zeitschrift der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft, 102(11),
1064-1068.

Boji¢, L., Ermacora, R., Poli¢, S., IvaniSevi¢, M., Mandié, Z., Rogosié, V., LeSin,
M. (2005). Pseudoexfoliation syndrome and asymptomatic myocardial
dysfunction. Graefe's Archive for Clinical and Experimental
Ophthalmology, 243(5), 446-449.

212



Bohm, D., Keller, K., Pieter, J., Boehm, N., Wolters, D., Siggelkow, W., Lebrecht,
A., Schmidt, M., Pfeiffer, N., Grus, F. H. (2012). Comparison of tear
protein levels in breast cancer patients and healthy controls using a de
novo proteomic approach. Oncology reports, 28(2), 429-438.

Brajkovi¢, J.3 Kalauz-Surad, 1., Ercegovié, A., Mileti¢-Jurié, A., Susié¢, N., Burié,
7. (2007). Ocular pseudoexfoliation syndrome and internal systemic
diseases. Acta Clinica Croatica, 46(1-Supplement 1), 57-61.

Brusini, P., Tosoni, C., Miani, P. (1994). Increased prevalence of occludable angles
and angle-closure glaucoma in patients with pseudoexfoliation. Am J
Ophthalmol. 118:540.

Burdon, K. P., Sharma, S., Hewitt, A. W., McMellon, A. E., Wang, J. J., Mackey,
D. A, Mitchell, P., Craig, J. E. (2008). Genetic analysis of the clusterin
gene in pseudoexfoliation syndrome. Molecular vision, 14, 1727.

Bustin, S. A. (2005). Real-time PCR. Encyclopedia of diagnostic genomics and
proteomics, 10(1), 117-1.

Cahill, M., Early, A., Stack, S., Blayney, A. W., Eustace, P. (2002).
Pseudoexfoliation and sensorineural hearing loss. Eye, 16(3), 261-266.

Cai, R., Han, J., Sun, J., Huang, R., Tian, S., Shen, Y., Dong, X., Xia, W., Wang,
S. (2016). Plasma clusterin and the CLU gene rs11136000 variant are
associated with mild cognitive impairment in type 2 diabetic patients.
Frontiers in aging neuroscience, 8.

Calero, M., Rostagno, A., Matsubara, E., Zlokovic, B., Frangione, B., Ghiso, J.
(2000). Apolipoprotein J (clusterin) and Alzheimer's disease. Microscopy
research and technique, 50(4), 305-315.

Caprioli, J., Spaeth, G. L. (1985). Comparison of the optic nerve head in high-and
low-tension glaucoma. Arch Ophthalmol, 103(8), 1145-1149.

Carnevali, S., Luppi, F., D'arca, D., Caporali, A., Ruggieri, M. P., Vettori, M. V.,
Caglieri, A., Astancolle, S., Panico, F., Davalli, P., Mutti, A., Fabbri,
L. M., Corti, A. (2006). Clusterin decreases oxidative stress in lung
fibroblasts exposed to cigarette smoke. American journal of respiratory
and critical care medicine, 174(4), 393-399.

Carver, J. A., Rekas, A., Thorn, D. C., Wilson, M. R. (2003). Small Heat-shock
Proteins and Clusterin: Intra-and Extracellular Molecular Chaperones
with a Common Mechanism of Action and Function? IUBMB life,
55(12), 661-668.

Challa, P. (2009). Genetics of pseudoexfoliation syndrome. Current opinion in
ophthalmology, 20(2), 88.

Challa, P., Schmidt, S., Liu, Y., Qin, X., Vann, R. R., Gonzalez, P., Allingham, R.
R., Hauser, M. A. (2008). Analysis of LOXL1 polymorphisms in a
United States population with pseudoexfoliation glaucoma. Molecular
vision, 14, 146.

213



Chen, L.H.,Kao,P.Y.P.,Fan,Y.H.,Ho,D. T.Y.,Chan, C.S. Y., Yik, P. Y., Ha,
J.C.T., Chu, L. W.,, Song, Y. Q. (2012). Polymorphisms of CR1, CLU
and PICALM confer susceptibility of Alzheimer's disease in a southern
Chinese population. Neurobiology of aging, 33(1), 210-el.

Chen, L., Jia, L., Wang, N., Tang, G., Zhang, C., Fan, S., Liu, W., Meng, H., Zeng,
W., Liu, N., Wang, H., Jia, H. (2009). Evaluation of LOXL1
polymorphisms in exfoliation syndrome in a Chinese population.
Molecular vision, 15, 2349.

Chen, L., Zhou, L., Chan, E. C., Neo, J., Beuerman, R. W. (2011). Characterization
of the human tear metabolome by LC-MS/MS Journal of proteome
research, 10(10), 4876-4882.

Chinwalla, A. T., Cook, L. L., Delehaunty, K. D., Fewell, G. A., Fulton, L. A.,
Fulton, R. S., ... & Miner, T. L. (2002). Initial sequencing and
comparative analysis of the mouse genome. Nature, 420(6915), 520-562.

Chong, R. S., Jiang, Y. Z., Boey, P. Y., Yu, S. J., Htoon, H. M., Aung, T., Khaw,
P. T.,Wong, T. T. (2010). Tear cytokine profile in medicated glaucoma
patients: effect of monocyte chemoattractant protein 1 on early
posttrabeculectomy outcome. Ophthalmology, 117(12), 2353-2358.

Chowdhury, U. R., Madden, B. J., Charlesworth, M. C., Fautsch, M. P. (2010).
Proteome analysis of human aqueous humor. Investigative
ophthalmology & visual science, 51(10), 4921-4931.

Choy, C. K. M., Cho, P., Chung, W. Y., Benzie, I. F. (2001). Water-soluble
antioxidants in human tears: effect of the collection method. Investigative
ophthalmology & visual science, 42(13), 3130-3134.

Colin, J., Gall, G. L., Jeune, B. L., Cambrai, M. D. (1988). The prevalence of
exfoliation syndrome in different areas of France. Acta
Ophthalmologica, 66(S184), 86-89.

Conover, W.J., Practical Nonparametric Statistics 2nd Ed., (1980). John Wiley &
Sons, New York. Chapter 5 Some methods based on ranks, Section 5.2
Several independent samples. 229-239.

Csosz, K., Boross, P., Csutak, A., Berta, A., Toth, F., Péliska, S., Torok, Z., Tézsér,
J. (2012). Quantitative analysis of proteins in the tear fluid of patients
with diabetic retinopathy. Journal of proteomics, 75(7), 2196-2204.

Cumurcu, T., Kilic, R., Yologlu, S. (2010). The frequency of pseudoexfoliation
syndrome in the middle Black Sea region of Turkey. European journal
of ophthalmology, 20(6), 1007-1011.

Daimon, M., Oizumi, T., Karasawa, S., Kaino, W., Takase, K., Tada, K., Jimbu,
Y., Wada, K., Kameda, W., Susa, S., Muramatsu, M., Kubota, I.,
Kawata, S., Kato, T. (2011). Association of the clusterin gene
polymorphisms with type 2 diabetes mellitus. Metabolism, 60(6), 815-
822.

214



Damji, K. F., Bains, H. S., Stefansson, E., Loftsdottir, M., Sverrisson, T.,
Thorgeirsson, E., Jonasson, F., Gottfredsdottir, M., Allingham, R. R.
(1998). Is pseudoexfoliation syndrome inherited? A review of genetic
and nongenetic factors and a new observation. Ophthalmic genetics,
19(4), 175-185.

de Silva, H. V., Harmony, J. A., Stuart, W. D., Gil, C. M., Robbins, J. (1990).
Apolipoprotein J: structure and tissue distribution. Biochemistry, 29(22),
5380-5389.

de Souza, G. A., de Godoy, L. M., Mann, M. (2006). Identification of 491 proteins
in the tear fluid proteome reveals a large number of proteases and
protease inhibitors. Genome biology, 7(8), R72.

Denisin, A. K., Karns, K., Herr, A. E. (2012). Post-collection processing of Schirmer
strip-collected human tear fluid impacts protein content. Analyst,
137(21), 5088-5096.

Dota, A., Nishida, K., Quantock, A. J., Kinoshita, S. (1999). Clusterin in human
corneal endothelium and aqueous humor. Experimental Eye Resarch, 69,
705-08.

Dubey, S. K., Hejtmancik, J. F., Krishnadas, S. R., Sharmila, R., Haripriya, A.,
Sundaresan, P. (2015). Evaluation of genetic polymorphisms in
clusterin and tumor necrosis factor-alpha genes in South Indian
individuals with pseudoexfoliation syndrome. Current eye research,
40(12), 1218-1224.

Dvergsten, J., Manivel, J. C., Correa-Rotter, R., Rosenberg, M. E. (1994).
Expression of clusterin in human renal diseases. Kidney international,
45(3), 828-835.

Dvorak-Theobald, G. (1954). Pseudo-Exfoliation of the Lens Capsule*: Relation to
“True” Exfoliation of the Lens Capsule as Reported in the Literature and
Role in the Production of Glaucoma Capsulocuticulare. American
journal of ophthalmology, 37(1), 1-12.

Ekstrom, C. (1987). Prevalence of pseudoexfoliations in a population 65-74 years of
age. Acta Ophthalmologica, 65(S182), 9-10.

Elhawy, E., Kamthan, G., Dong, C. Q., Danias, J. (2012). Pseudoexfoliation
syndrome, a systemic disorder with ocular manifestations. Human
genomics, 6(1), 22.

Evans, V., Vockler, C., Friedlander, M., Walsh, B., Willcox, M. D. (2001).
Lacryglobin in human tears, a potential marker for cancer. Clinical &
experimental ophthalmology, 29(3), 161-163.

Fan, B. J., Chen, T., Grosskreutz, C., Pasquale, L., Rhee, D., DelBono, E., Haines,
J. L., Wiggs, J. L. (2008). Lack of association of polymorphisms in
homocysteine metabolism genes with pseudoexfoliation syndrome and
glaucoma. Molecular vision, 14, 2484.

215



Fan, B. J., Pasquale, L. R., Kang, J. H., Levkovitch-Verbin, H., Haines, J. L.,
Wiggs, J. L. (2015). Association of clusterin (CLU) variants and
exfoliation syndrome: an analysis in two Caucasian studies and a meta-
analysis. Experimental eye research, 139, 115-122.

Fan, B. J., Sena, D. R. F., Pasquale, L. R., Grosskreutz, C. L., Rhee, D. J., Chen,
T. C., DelBono, E. A., Haines, J. L., Wiggs, J. L. (2010). Lack of
association of polymorphisms in elastin with pseudoexfoliation
syndrome and glaucoma. Journal of glaucoma, 19(7), 432-436.

Farias, E., Yasunaga, K. L., Peixoto, R. V., Fonseca, M. P., Fontes, W., Galera, P.
D. (2013). Comparison of two methods of tear sampling for protein
quantification by Bradford method. Pesquisa Veterindria Brasileira,
33(2), 261-264.

Farrah, T., Deutsch, E. W., Omenn, G. S., Campbell, D. S., Sun, Z., Bletz, J. A,
Mallick, P., Katz, J. E., Malmstrom, J., Ossola, R., Watts, J. D., Lin,
B., Zhang, H., Moritz, R. L., Aebersold, R. (2011). A high-confidence
human plasma proteome reference set with estimated concentrations in
PeptideAtlas. Molecular & cellular proteomics, 10(9), M110-006353.

Fingeret, M., Weinreb, R. N. (2015). 2014 East Coast Optometric Glaucoma
Symposium: highlights from live event. Review of Optometry, 152(2),
84-94.

Ford, E. B. (1966). Genetic polymorphism. Proceedings of the Royal Society of
London. Series B, Biological Sciences, 164(995), 350-361.

Forsius, H. (1988). Exfoliation syndrome in various ethnic populations. Acta
Ophthalmologica, 66(S184), 71-85.

Forsius, H., Forsman, E., Fellman, J., Eriksson, A. W. (2002). Exfoliation
syndrome: frequency, gender distribution and association with
climatically induced alterations of the cornea and conjunctiva. Acta
Ophthalmologica, 80(5), 478-484.

Forsman, E., Cantor, R. M., Lu, A., Eriksson, A., Fellman, J., Jirveli, 1., Forsius,
H. (2007). Exfoliation syndrome: prevalence and inheritance in a
subisolate of the Finnish population. Acta Ophthalmologica, 85(5), 500-
507.

Foster, P. J., Seah, S. K. L. (2005). The prevalence of pseudoexfoliation syndrome
in Chinese people: the Tanjong Pagar Survey. British journal of
ophthalmology, 89(2), 239-240.

French, D. D., Margo, C. E., Harman, L. E. (2012). Ocular pseudoexfoliation and
cardiovascular disease: a national cross-section comparison study. North
American journal of medical sciences, 4(10), 468.

Fried, C., Stadler, P. F., Ahnert, P. (n.d). Genome-Wide Analysis of Single
Nucleotide Polymorphisms in and near Genes and Evolutionary
Conserved DNA.

216



Funke, S., Azimi, D., Wolters, D., Grus, F. H., Pfeiffer, N. (2012). Longitudinal
analysis of taurine induced effects on the tear proteome of contact lens
wearers and dry eye patients using a RP-RP-Capillary-HPLC-MALDI
TOF/TOF MS approach. Journal of proteomics, 75(11), 3177-3190.

Gartaganis, S. P., Georgakopoulos, C. D., Mela, E. K., Exarchou, A., Ziouti, N.,
Assouti, M., Vynios, D. H. (2002). Matrix metalloproteinases and their
inhibitors in exfoliation syndrome. Ophthalmic research, 34(3), 165-171.

Gartaganis, S. P., Patsoukis, N. E., Nikolopoulos, D. K., Georgiou, C. D. (2007).
Evidence for oxidative stress in lens epithelial cells in pseudoexfoliation
syndrome. Eye, 21(11), 1406-1411.

Giacco, F., Brownlee, M. (2010). Oxidative stress and diabetic complications.
Circulation research, 107(9), 1058-1070.

Giangiacomo, A., Coleman, A. L. (2009). The epidemiology of glaucoma.
Glaucoma, 13-21.

Gillies, W. E., Brooks, A. (1988). The presentation of acute glaucoma in
pseudoexfoliation of the lens capsule. Clinical & Experimental
Ophthalmology, 16(2), 101-106.

Gottanka, J., Fliigel-Koch, C., Martus, P., Johnson, D. H., Liitjen-Drecoll, E.
(1997). Correlation of pseudoexfoliative material and optic nerve
damage in pseudoexfoliation syndrome. Investigative ophthalmology &
visual science, 38(12), 2435-2446.

Gokee, S. E., Gokce, M. 1. (2015). Relationship between pseudoexfoliation syndrome
and erectile dysfunction: a possible cause of endothelial dysfunction for
development of erectile dysfunction. International braz j urol, 41(3),
547-551.

Gredum, K., Heijl, A., Bengtsson, B. (2005). Risk of glaucoma in ocular
hypertension with and without pseudoexfoliation. Ophthalmology,
112(3), 386-390.

Grossman, E. (2008). Does increased oxidative stress cause hypertension? Diabetes
care, 31(Supplement 2), S185-S189.

Grus, F. H., Podust, V. N., Bruns, K., Lackner, K., Fu, S., Dalmasso, E. A,,
Wirthlin, A., Pfeiffer, N. (2005). SELDI-TOF-MS ProteinChip array
profiling of tears from patients with dry eye. Investigative ophthalmology
& visual science, 46(3), 863-876.

Grus, F. H., Sabuncuo, P., Augustin, A., Pfeiffer, N. (2002). Effect of smoking on
tear proteins. Graefe's archive for clinical and experimental
ophthalmology, 240(11), 889-892.

Gu, H., Wei, X,, Chen, S., Kurz, A., Miiller, U., Gasser, T., Dodel, R. C., Farlow,
M. R., Du, Y. (2011). Association of clusterin gene polymorphisms with
late-onset Alzheimer's disease. Dementia and Geriatric Cognitive
Disorders, 32(3), 198-201.

Giirlii, V. P. (2004). Ps6doeksfoliasyon sendromlu olgularda glokom gelisme riski.
Turk J Ophthalmol, 34, 371-5.

217



Harold, D., Abraham, R., Hollingworth, P., Sims, R., Gerrish, A., Hamshere, M.
L., Pahwa, J. S., ... & Williams, J. (2009). Genome-wide association
study identifies variants at CLU and PICALM associated with
Alzheimer’s disease. Nature Genetics, 41, 1088-1093.

Hayashi, H., Gotoh, N., Ueda, Y., Nakanishi, H., Yoshimura, N. (2008). Lysyl
oxidase-like 1 polymorphisms and exfoliation syndrome in the Japanese
population. American journal of ophthalmology, 145(3), 582-585.

Henke, V., Naumann, G. O. H. (1987). Zur Haufigkeit des Pseudo-Exfoliations-
Syndroms in enukleierten Augen. Klinische Monatsbldtter fiir
Augenheilkunde, 190(03), 173-175.

Henry, J. C., Krupin, T., Schmitt, M., Lauffer, J., Miller, E., Ewing, M. Q., Scheie,
H. G. (1987). Long-term follow-up of pseudoexfoliation and the
development of elevated intraocular pressure. Ophthalmology, 94(5),
545-552.

Hewitt, A. W., Sharma, S., Burdon, K. P., Wang, J. J., Baird, P. N., Dimasi, D. P.,
Mackey, D. A., Mitchell, P., Craig, J. E. (2008). Ancestral LOXL1
variants are associated with pseudoexfoliation in Caucasian Australians
but with markedly lower penetrance than in Nordic people. Human
molecular genetics, 17(5), 710-716.

Hiller, R., Sperduto, R. D., Krueger, D. E. (1982). Pseudoexfoliation, Intraocular
Pressure, and Senile Lens Changes in Population-Based Survey. Arch
Ophthalmol, 100(1080).

Hollyfield, J. G., Salomon, R. G., Crabb, J. W. (2003). Proteomic approaches to
understanding age-related macular degeneration. Advances in
experimental medicine and biology, 533, 83-90.

Horven, 1., Hutchinson, B. T. (1966). Exfoliation syndrome. Case reports of 31 and
35-year-old patients. Acta ophthalmologica, 45(3), 294-298.

Humphreys, D. T., Carver, J. A., Easterbrook-Smith, S. B., Wilson, M. R. (1999).
Clusterin has chaperone-like activity similar to that of small heat shock
proteins. Journal of Biological Chemistry, 274(11), 6875-6881.

Irkec, M., Bozkurt, B. (2009). Pseudoexfoliation and glaucoma. Contemporary
Ophthalmology, 8(1), 1-8.

Iskeleli, G. (1978). Psddoeksfoliasyon sikligi XII. Ulusal Oftalmoloji Kongresi.
Antalya, 171

Jacobi, P. C., Dietlein, T. S., Krieglstein, G. K. (1999). Comparative study of
trabecular aspiration vs trabeculectomy in glaucoma triple procedure to
treat pseudoexfoliation glaucoma. Archives of Ophthalmology, 117(10),
1311-1318.

Jacobi, P. C., Krieglstein, G. K. (1994). Trabecular aspiration: a new surgical
approach to improve trabecular facility in pseudoexfoliation glaucoma.
International ophthalmology, 18(3), 153-157.

218



Janciauskiene, S., Krakau, T. (2003). Alzheimer's peptide and serine proteinase
inhibitors in glaucoma and exfoliation syndrome. Documenta
ophthalmologica, 106(3), 215-223.

Jeng, S. M., Karger, R. A., Hodge, D. O., Burke, J. P., Johnson, D. H., Good, M.
S. (2007). The risk of glaucoma in pseudoexfoliation syndrome. Journal
of glaucoma, 16(1), 117-121.

Jonas, J. B., Griindler, A. E. (1998). Prevalence of diabetes mellitus and arterial
hypertension in primary and secondary open-angle glaucomas. Graefe's
archive for clinical and experimental ophthalmology, 236(3), 202-206.

Jonas, J. B., Papastathopoulos, K. 1. (1997). Optic disk appearance in
pseudoexfoliation syndrome. American journal of ophthalmology,
123(2), 174-180.

Jonasson, F., Damji, K. F., Arnarsson, A., Sverrisson, T., Wang, L., Sasaki, H.,
Sasaki, K. (2003). Prevalence of open-angle glaucoma in Iceland:
Reykjavik Eye Study. Eye, 17(6), 747-753.

Jones, S. E., Jomary, C. (2002). Clusterin. The international journal of biochemistry
& cell biology, 34(5), 427-431.

Jordan-Starck, T. C., Lund, S. D., Witte, D. P., Aronow, B. J., Ley, C. A,, Stuart,
W. D., Swertfeger, D. K., Clayton, L. R., Sells, S. F., Paigen, B.
(1994). Mouse apolipoprotein J: characterization of a gene implicated in
atherosclerosis. Journal of lipid research, 35(2), 194-210.

Jun, G., Naj, A. C., Beecham, G. W., Wang, L. S., Buros, J., Gallins, P. J., ... &
Inzelberg, R. (2010). Meta-analysis confirms CR1, CLU, and PICALM
as Alzheimer disease risk loci and reveals interactions with APOE
genotypes. Archives of neurology, 67(12), 1473-1484.

Kaljurand, K., Puska, P. (2004). Exfoliation syndrome in Estonian patients
scheduled for cataract surgery. Acta Ophthalmologica, 82(3p1), 259-263.

Kang, Y. K., Hong, S. W., Lee, H., Kim, W. H. (2004). Overexpression of clusterin
in human hepatocellular carcinoma. Human pathology, 35(11), 1340-
1346.

Karger, R. A,, Jeng, S. M., Johnson, D. H., Hodge, D. O., Good, M. S. (2003).
Estimated incidence  of  pseudoexfoliation  syndrome and
pseudoexfoliation glaucoma in Olmsted County, Minnesota. Journal of
glaucoma, 12(3), 193-197.

Kasim, B., Irke¢, M., Alikasifoglu, M., Orhan, M., Mocan, M. C., Aktas, D. (2013).
Association of LOXL1 gene polymorphisms with exfoliation

syndrome/glaucoma and primary open angle glaucoma in a Turkish
population. Molecular vision, 19, 114.

Kawai, S., Nakajima, T., Hokari, S., Komoda, T., Kawai, K. (2002).
Apolipoprotein Al concentration in tears in diabetic retinopathy. Annals
of clinical biochemistry, 39(1), 56-61.

219



Khalil, H. A., de Keizer, R. J. W., Bodelier, V. M. W., Kijlstra, A. (1989). Secretory
IgA and lysozyme in tears of patients with Graves' ophthalmopathy.
Documenta ophthalmologica, 72(3-4), 329-334.

Khan, M. 1., Micheal, S., Rana, N., Akhtar, F., den Hollander, A. I., Ahmed, A.,
Qamar, R. (2009). Association of tumor necrosis factor alpha gene
polymorphism G-308A with pseudoexfoliative glaucoma in the Pakistani
population. Molecular vision, 15, 2861.

Kili¢arslan, S., Tekcan, A., Demir, H. D., Yigit, S. (2017). Psddoeksfoliasyon
sendrom/glokom hastaliginin clusterin rs11136000 gen polimorfizmiyle
iliskisinin arastirilmasi. Bozok Tip Dergisi, 1.

King, A., Azuara-Blanco, A., Tuulonen, A. (2013). Glaucoma. British Medical
Journal, 346, f3518.

Klimkowicz-Mrowiec, A., Sado, M., Dziubek, A., Dziedzic, T., Pera, J., Szczudlik,
A., Stowik, A. (2013). Lack of association of CR1, PICALM and CLU
gene polymorphisms with Alzheimer disease in a Polish population.
Neurologia i neurochirurgia polska, 47(2), 157-160.

Knight, J. C., Keating, B. J., Rockett, K. A., Kwiatkowski, D. P. (2003). In vivo
characterization of regulatory polymorphisms by allele-specific
quantification of RNA polymerase loading. Nature genetics, 33(4), 469-
475.

Koliakos, G. G., Konstas, A. G., Schlotzer-Schrehardt, U., Bufidis, T., Georgiadis,
N., Ringvold, A. (2002). Ascorbic acid concentration is reduced in the
aqueous humor of patients with exfoliation syndrome. American journal
of ophthalmology, 134(6), 879-883.

Koliakos, G. G., Konstas, A. G., Schlotzer-Schrehardt, U., Hollo, G., Katsimbris,
I. E., Georgiadis, N., Ritch, R. (2003). 8-Isoprostaglandin F2a and
ascorbic acid concentration in the aqueous humour of patients with
exfoliation syndrome. British journal of ophthalmology, 87(3), 353-356.

Koliakos, G. G., Schlotzer-Schrehardt, U., Konstas, A. G., Bufidis, T., Georgiadis,
N., Dimitriadou, A. (2001). Transforming and insulin-like growth
factors in the aqueous humour of patients with exfoliation syndrome.
Graefe's archive for clinical and experimental ophthalmology, 239(7),
482-487.

Konstas, A. G., Ritch, R., Bufidis, T., Morales, J., Qi, Y., Streeten, B. W. (1997).
Exfoliation syndrome in a 17-year-old girl. Archives of Ophthalmology,
115(8), 1063-1067.

Koo, B. S., Lee, D. Y., Ha, H. S., Kim, J. C., Kim, C. W. (2005). Comparative
analysis of the tear protein expression in blepharitis patients using two-
dimensional electrophoresis. Journal of proteome research, 4(3), 719-
724.

220



Kottler, U. B., Jiinemann, A. G., Aigner, T., Zenkel, M., Rummelt, C., Schlotzer-
Schrehardt, U. (2005). Comparative effects of TGF-1 and TGF-B2 on
extracellular matrix production, proliferation, migration, and collagen
contraction of human Tenon's capsule fibroblasts in pseudoexfoliation
and primary open-angle glaucoma. Experimental eye research, 80(1),
121-134.

Kozart, D. M., Yanoff, M. (1982). Intraocular pressure status in 100 consecutive
patients with exfoliation syndrome. Ophthalmology, 89(3), 214-218.

Kozobolis, V. P., Detorakis, E. T., Tsilimbaris, M. K., Vlachonikolis, I. G.,
Tsambarlakis, 1. C., Pallikaris, 1. G. (1999). Correlation between age-
related macular degeneration and pseudoexfoliation syndrome in the
population of Crete (Greece). Archives of Ophthalmology, 117(5), 664-
669.

Kozobolis, V. P., Papatzanaki, M., Vlachonikolis, I. G., Pallikaris, I. G,
Tsambarlakis, 1. G. (1997). Epidemiology of pseudoexfoliation in the
island of Crete (Greece). Acta Ophthalmologica, 75(6), 726-729.

Kramann, C., Boehm, N., Lorenz, K., Wehrwein, N., Stoffelns, B. M., Pfeiffer, N.,
Grus, F. H. (2011). Effect of contact lenses on the protein composition
in tear film: a ProteinChip study. Graefe's Archive for Clinical and
Experimental Ophthalmology, 249(2), 233-243.

Krishnadas, R., Nirmalan, P. K., Ramakrishnan, R., Thulasiraj, R. D., Katz, J.,
Tielsch, J. M., Friedman D.S., Robin, A. L. (2003). Pseudoexfoliation
in a rural population of southern India: the Aravind Comprehensive Eye
Survey. American journal of ophthalmology, 135(6), 830-837.

Krumbiegel, M., Pasutto, F., Mardin, C. Y., Weisschuh, N., Paoli, D., Gramer, E.,
Zenkel, M., Weber, B. H. F., Kruse, F. E., Schlotzer-Schrehardt, U.,
Reis, A. (2009). Exploring functional candidate genes for genetic
association in german patients with pseudoexfoliation syndrome and
pseudoexfoliation glaucoma. Investigative ophthalmology & visual
science, 50(6), 2796-2801.

Krumbiegel, M., Pasutto, F., Mardin, C. Y., Weisschuh, N., Paoli, D., Gramer, E.,
Weber, B. H. F., Kruse, F. E., Schlotzer-Schrehardt, U., Reis, A.
(2010). Apolipoprotein E genotypes in pseudoexfoliation syndrome and
pseudoexfoliation glaucoma. Journal of glaucoma, 19(8), 561-565.

Kuot, A., Hewitt, A. W., Griggs, K., Klebe, S., Mills, R., Jhanji, V., ... & Burdon,
K. P. (2012). Association of TCF4 and CLU polymorphisms with Fuchs’
endothelial dystrophy and implication of CLU and TGFBI proteins in the
disease process. European Journal of Human Genetics, 20(6), 632

Kiichle, M., Amberg, A., Martus, P., Nguyen, N. X., Naumann, G. O. (1997).
Pseudoexfoliation syndrome and secondary cataract. British journal of
ophthalmology, 81(10), 862-866.

Kiichle, M., Ho, T. S., Nguyen, N. X., Hannappel, E., Naumann, G. O. (1994).
Protein quantification and electrophoresis in aqueous humor of
pseudoexfoliation eyes. Investigative ophthalmology & visual science,
35(2), 748-752.

221



Kiichle, M., Naumann, G. O. (1992). Occurrence of pseudoexfoliation following
penetrating  keratoplasty for keratoconus. British journal of
ophthalmology, 76(2), 98-100.

Lahiri, D. K., Schnabel, B. (1993). DNA isolation by a rapid method from human
blood samples: effects of MgCI2, EDTA, storage time, and temperature
on DNA yield and quality. Biochemical genetics, 31(7-8), 321-328.

Lambert, J. C., Heath, S., Even, G., Campion, D., Sleegers, K., Hiltunen, M.,
Combarros, O., Zelenika, D., Bullido, M. J., Tavernier, B.,
Letenneur, L., Bettens, K., Berr, C., Pasquier, F., Fiévet, N.,
Barberger-Gateau, P., ... & Amouyel, P. (2009). Genome-wide
association study identifies variants at CLU and CR1 associated with
Alzheimer's disease. Nature Genetics, 41, 1094-99.

Lebrect, A., Boehm, D., Schmidt, M., Koelbl, H., Schwirz, R. L., Grus, F. H.
(2009). Diagnosis of breast cancer by tear proteomic pattern. Cancer
Genomics-Proteomics, 6(3), 177-182.

Leibowitz, H. M., Krueger, D. E., Maunder, L. R., Milton, R. C., Kini, M. M.,
Kahn, H. A., Nickerson, R. J., Pool, J., Colton, T. L., Ganley, J. P.,
Loewenstein, J. I., Dawber, T. R. (1980). The Framingham Eye Study
monograph: An ophthalmological and epidemiological study of cataract,
glaucoma, diabetic retinopathy, macular degeneration, and visual acuity
in a general population of 2631 adults, 1973-1975. Survey of
ophthalmology, 24(Suppl), 335-610.

Lema, 1., Brea, D., Rodriguez-Gonzalez, R., Diez-Feijoo, E., Sobrino, T. (2010).
Proteomic analysis of the tear film in patients with keratoconus.
Molecular vision, 16, 2055.

Lemmeli, S., Forsman, E., Onkamo, P., Nurmi, H., Laivuori, H., Kivelid, T.,
Puska P., Heger M., Eriksson A., Forsius H., Jarveld, 1. (2009).
Association of LOXL1 gene with Finnish exfoliation syndrome patients.
Journal of human genetics, 54(5), 289-297.

Lewin, B. (2007). Genes IX. New Jersey, Ed.

Li, K., Wang, J., Ma, Z. B., Guo, G. H. (2015). Association between clusterin
polymorphisms and esophageal squamous cell carcinoma risk in Han
Chinese population. International journal of clinical and experimental
medicine, 8(8), 14004.

Li, S., Sack, R., Vijmasi, T., Sathe, S., Beaton, A., Quigley, D., Gallup, M.,
McNamara, N. A. (2008). Antibody protein array analysis of the tear
film cytokines. Optometry and vision science: official publication of the
American Academy of Optometry, 85(8), 653.

Lin, Y. L., Chen, S. Y, Lai, L. C., Chen, J. H, Yang, S. Y., Huang, Y. L., Chen,
T.F.,Sun, Y., Wen, L.L., Yip,P.K., Chu, Y. M., Chen, W. J., Chen,
Y. J. (2012). Genetic polymorphisms of clusterin gene are associated
with a decreased risk of Alzheimer’s disease. European journal of
epidemiology, 27(1), 73-75.

222



Lindberg J. G. (1989). Clinical investigations on depigmentation of the pupillary
border and translucency of the iris in cases of senile cataract and in
normal eyes in elderly persons. Acta Ophthalmol Suppl; 190:1-96.

Ling, I. F., Bhongsatiern, J., Simpson, J. F., Fardo, D. W., Estus, S. (2012).
Genetics of clusterin isoform expression and Alzheimer's disease risk.
PloS one, 7(4), e33923.

Linnér, E., Popovic, V., Gottfries, C. G., Jonsson, M., Sjogren, M., Wallin, A.
(2001). The exfoliation syndrome in cognitive impairment of
cerebrovascular or Alzheimer’s type. Acta Ophthalmologica, 79(3), 283-
285.

Lu, S. J,, Li, H. L., Sun, Y. M,, Liu, Z. J,, Yang, P., Wu, Z. Y. (2014). Clusterin
variants are not associated with southern Chinese patients with
Alzheimer's disease. Neurobiology of aging, 35(11), 2656-€9.

Luntz, M. H. T. E., Ballard, R. (1979). MC Pseudoexfoliation of the lens. Ann Inst
Barraquer, 14, 514-529.

M Mullan, G., McEneny, J., Fuchs, M., McMaster, C., Todd, S., McGuinness, B.,
Mark, H., Passmore, P., S. Young, I., A. Johnston, J. (2013). Plasma
clusterin levels and the rs11136000 genotype in individuals with mild
cognitive impairment and Alzheimer’s disease. Current Alzheimer
research, 10(9), 973-978.

Malukiewicz, G., Lesiewska-Junk, H., Linkowska, K., Mielnik, M., Grzybowski,
T., Sulima, N. (2011). Analysis of LOXL1 single nucleotide
polymorphisms in Polish population with pseudoexfoliation syndrome.
Acta ophthalmologica, 89(1).

Markoulli, M., Papas, E., Petznick, A., Holden, B. (2011). Validation of the flush
method as an alternative to basal or reflex tear collection. Current eye
research, 36(3), 198-207.

Mccarty, C. A., Taylor, H. R. (2000). Pseudoexfoliation syndrome in Australian
adults. American journal of ophthalmology, 129(5), 629-633.

McKown, R. L., Wang, N., Raab, R. W., Karnati, R., Zhang, Y., Williams, P. B.,
Laurie, G. W. (2009). Lacritin and other new proteins of the lacrimal
functional unit. Experimental eye research, 88(5), 848-858.

Mitchell, P., Wang, J. J., Hourihan, F. (1999). The relationship between glaucoma
and pseudoexfoliation: the Blue Mountains Eye Study. Archives of
Ophthalmology, 117(10), 1319-1324.

Mitchell, P., Wang, J. J., Smith, W. (1997). Association of pseudoexfoliation
syndrome with increased vascular risk. American journal of
ophthalmology, 124(5), 685-687.

Miwa, Y., Takiuchi, S., Kamide, K., Yoshii, M., Horio, T., Tanaka, C., Banno, M.,
Miyata, T., Sasaguri, T., Kawano, Y. (2005). Insertion/deletion
polymorphism in clusterin gene influences serum lipid levels and carotid
intima-media thickness in hypertensive Japanese females. Biochemical
and biophysical research communications, 331(4), 1587-1593.

223



Miyazaki, M., Kubota, T., Kubo, M., Kiyohara, Y., lida, M., Nose, Y., Ishibashi,
T. (2005). The prevalence of pseudoexfoliation syndrome in a Japanese
population: the Hisayama study. Journal of glaucoma, 14(6), 482-484.

Mizuno, K., Hara, S., Ishiguro, S., Takei, Y. (1980). Acid phosphatase in eyes with
pseudoexfoliation. American journal of Ophthalmology, 89(4), 482-489.

Mizuno, K., Muroi, S. (1979). Cycloscopy of pseudoexfoliation. American journal of
ophthalmology, 87(4), 513514a517-514518.

Montezano, A. C., Dulak-Lis, M., Tsiropoulou, S., Harvey, A., Briones, A. M.,
Touyz, R. M. (2015). Oxidative stress and human hypertension: vascular
mechanisms, biomarkers, and novel therapies. Canadian Journal of
Cardiology, 31(5), 631-641.

Moreno-Montaiiés, J., Serna, A. A., Paredes, A. A. (1990). Pseudoexfoliative
glaucoma in patients with open-angle glaucoma in the Northwest of
Spain. Acta ophthalmologica, 68(6), 695-699.

Morrison, J. C., Green, W. R. (1988). Light microscopy of the exfoliation syndrome.
Acta Ophthalmologica, 66(5184), 5-27.

Mossbock, G., Renner, W., El-Shabrawi, Y., Faschinger, C., Schmut, O.,
Wedrich, A., Zimmermann, C., Weger, M. (2009). TNF-0—-308 G> A
and-238 G> A polymorphisms are not major risk factors in Caucasian
patients with exfoliation glaucoma. Molecular vision, 15, 518.

Murphy, B. F., Davies, D. J., Morrow, W., D'apice, A. J. (1989). Localization of
terminal complement components, S-protein and SP-40, 40 in renal
biopsies. Pathology, 21(4), 275-278.

Naj, A. C., Jun, G., Beecham, G. W., Wang, L. S., Vardarajan, B. N., Buros, J.,
Gallins, P. J., ... & Schellenberg, G. D. (2011). Common variants at
MS4A4/MSAAGE, CD2AP, CD33 and EPHAL are associated with late-
onset Alzheimer's disease. Nature Genetics, 43(5), 436-41.

Naumann, G. O., Schlétzer-Schrehardt, U., Kiichle, M. (1998). Pseudoexfoliation
syndrome for the comprehensive ophthalmologist: intraocular and
systemic manifestations. Ophthalmology, 105(6), 951-968.

Netland, P. A, Ye, H., Streeten, B. W., Hernandez, M. R. (1995). Elastosis of the
lamina cribrosa in pseudoexfoliation syndrome with glaucoma.
Ophthalmology, 102(6), 878-886.

Nomura, K., Takamura, E. (1998). Tear IgE concentrations in allergic conjunctivitis.
Eye, 12(2), 296-298.

Ohashi, Y., Dogru, M., Tsubota, K. (2006). Laboratory findings in tear fluid analysis.
Clinica chimica acta, 369(1), 17-28.

Okrojek, R., Grus, F. H., Matheis, N., Kahaly, G. J. (2009). Proteomics in
autoimmune thyroid eye disease. Hormone and metabolic research,
41(06), 465-470.

224



Ozaki, M., Lee, K. Y., Vithana, E. N., Yong, V. H., Thalamuthu, A., Mizoguchi,
T., Venkatraman, A., Aung, T. (2008). Association of LOXL1 gene
polymorphisms with pseudoexfoliation in the Japanese. Investigative
ophthalmology & visual science, 49(9), 3976-3980.

Orgen, C. (1949). Lens kapsiilii eksfoliyasyonu. Oto-Nsro-Oftalmoloji, 4, 1-28.

Padhy, B., Nanda, G. G., Chowdhury, M., Padhi, D., Rao, A., Alone, D. P. (2014).
Role of an extracellular chaperone, Clusterin in the pathogenesis of
Pseudoexfoliation Syndrome and Pseudoexfoliation Glaucoma.
Experimental eye research, 127, 69-76.

Pannebaker, C., Chandler, H. L., Nichols, J. J. (2010). Tear proteomics in
keratoconus. Molecular vision, 16, 1949,

Park, K. S., Kim, S. S., Kim, J. C., Kim, H. C,, Im, Y. S., Ahn, C. W., Lee, H. K.
(2008). Serum and tear levels of nerve growth factor in diabetic
retinopathy patients. American journal of ophthalmology, 145(3), 432-
437.

Pasutto, F., Krumbiegel, M., Mardin, C. Y., Paoli, D., Lammer, R., Weber, B. H.
F., Kruse, F. E., Schlotzer-Schrehardt, U., Reis, A. (2008).
Association of LOXL1 common sequence variants in German and Italian
patients with pseudoexfoliation syndrome and pseudoexfoliation
glaucoma. Investigative ophthalmology & visual science, 49(4), 1459-
1463.

Paulett, C., Chandler, H., Nichols, K. (2008). Tear protein extraction from Schirmer
Strips. American Academy of Optometry, 80022.

Picht, G., Welge-Luessen, U., Grehn, F., Liitjen-Drecoll, E. (2001). Transforming
growth factor B2 levels in the aqueous humor in different types of
glaucoma and the relation to filtering bleb development. Graefe's archive
for clinical and experimental ophthalmology, 239(3), 199-207.

Polihronis, M., Paizis, K., Carter, G., Sedal, L., Murphy, B. (1993). Elevation of
human cerebrospinal fluid clusterin concentration is associated with
acute neuropathology. Journal of the neurological sciences, 115(2), 230-
233.

Poon, S., Easterbrook-Smith, S. B., Rybchyn, M. S., Carver, J. A., Wilson, M. R.
(2000). Clusterin is an ATP— independent chaperone with very broad
substrate specificity that stabilizes stressed proteins in a folding-
competent state. Biochemistry, 39(51), 15953-15960.

Posa, A., Briuer, L., Schicht, M., Garreis, F., Beileke, S., Paulsen, F. (2013).
Schirmer strip vs. capillary tube method: non-invasive methods of
obtaining proteins from tear fluid. Annals of Anatomy-Anatomischer
Anzeiger, 195(2), 137-142.

Prata, T. D. S., Navajas, E. V., Junior, M., Soares, L. A., Martins, J. R. M., Nader,
H. B., Belfort, R. J. (2007). Concentracao de proteinas no humor aquoso
de pacientes com glaucoma primario de angulo aberto em tratamento
clinico. Arquivos Brasileiros de Oftalmologia.

225



Psilas, K. G., Stefaniotou, M. J., Aspiotis, M. B. (1991). Pseudoexfoliation
syndrome and diabetes mellitus. Acta ophthalmologica, 69(5), 664-666.

Puska, P. M. (2002). Unilateral exfoliation syndrome: conversion to bilateral
exfoliation and to glaucoma: a prospective 10-year follow-up study.
Journal of glaucoma, 11(6), 517-524.

Quah, J. H. M., Tong, L., Barbier, S. (2014). Patient acceptability of tear collection
in the primary healthcare setting. Optometry and Vision Science, 91(4),
452.

Ramprasad, V. L., George, R., Soumittra, N., Sharmila, F., Vijaya, L.,
Kumaramanickavel, G. (2008). Association of non-synonymous single
nucleotide polymorphisms in the LOXL1 gene with pseudoexfoliation
syndrome in India. Molecular vision, 14, 318.

Rauhala, H., Visakorpi, T. (2010). CLU (clusterin). Atlas Genet Cytogenet Oncol
Haematol., 14(8):744-748.

Razeghinejad, M. R., Rahat, F., Kamali-Sarvestani, E. (2009). Association of
TNFA-308 G/A and TNFRI+ 36 A/G gene polymorphisms with
glaucoma. Ophthalmic research, 42(3), 118-124.

Repo, L. P., Suhonen, M. T., Terisvirta, M. E., Koivisto, K. J. (1995). Color
Doppler imaging of the ophthalmic artery blood flow spectra of patients
who have had a transient ischemic attack: Correlations with generalized
iris transluminance and pseudoexfoliation syndrome. Ophthalmology,
102(8), 1199-1205.

Repo, L. P., Terisvirta, M. E., Koivisto, K. J. (1993). Generalized transluminance
of the iris and the frequency of the pseudoexfoliation syndrome in the
eyes of transient ischemic attack patients. Ophthalmology, 100(3), 352-
355.

Resnikoff, S., Filliard, G., Dell'Aquila, B. (1991). Climatic droplet keratopathy,
exfoliation syndrome, and cataract. British journal of ophthalmology,
75(12), 734-736.

Resnikoff, S., Pascolini, D., Etya'Ale, D., Kocur, l., Pararajasegaram, R.,
Pokharel, G. P., Mariotti, S. P. (2004). Global data on visual
impairment in the year 2002. Bulletin of the world health organization,
82(11), 844-851.

Richardson, T. M., Epstein, D. L. (1981). Exfoliation glaucoma: a quantitative
perfusion and ultrastructural study. Ophthalmology, 88(9), 968-980.

Ringvold, A. (1988). Exfoliation syndrome immunological aspects. Acta
Ophthalmologica, 66(S184), 35-43.

Ringvold, A. (1999). Epidemiology of the pseudo-exfoliation syndrome. Acta
Ophthalmologica Scandinavica, 77, 371-375.

Ringvold, A., Blika, S., Elsas, T., Guldahl, J., Brevik, T., Hesstvedt, P., Hoff, K.,
Heisen, H., Kjersvik, S., Rossvoll, I. (1987). The prevalence of
pseudoexfoliation in three separate municipalities of Middle-Norway. A
preliminary report. Acta Ophthalmologica, 65(S182), 17-20.

226



Ringvold, A., Blika, S., Sandvik, L. (1997). Pseudo-exfoliation and mortality. Acta
Ophthalmologica, 75(3), 255-256.

Rinvold A. 2001. Pseudoexfoliation and aortic aneurysms. The Lancet. 357:2139.

Ritch, R. (1994). Exfoliation syndrome-the most common identifiable cause of open-
angle glaucoma. Journal of glaucoma, 3(2), 176-177.

Ritch, R. (2008). The management of exfoliative glaucoma. Progress in brain
research, 173, 211-224.

Ritch, R., Schlétzer-Schrehardt, U. (2001). Exfoliation (pseudoexfoliation)
syndrome: toward a new understanding. Acta Ophthalmologica, 79(2),
213-217.

Ritch, R., Schlétzer-Schrehardt, U., Konstas, A. G. (2003). Why is glaucoma
associated with exfoliation syndrome? Progress in retinal and eye
research, 22(3), 253-275.

Ritland, J. S., Egge, K., Lydersen, S., Juul, R., Semb, S. O. (2004). Exfoliative
glaucoma and primary open-angle glaucoma: associations with death
causes and comorbidity. Acta Ophthalmologica, 82(4), 401-404.

Ritland, J. S., Utheim, T. P., Utheim, Q. A., Espeseth, T., Lydersen, S., Semb, S.
O., Rootwelt, H., Elsas, T. (2007). Effects of APOE and CHRNA4
genotypes on retinal nerve fibre layer thickness at the optic disc and on
risk for developing exfoliation syndrome. Acta Ophthalmologica, 85(3),
257-261.

Rosenthal, S. L., Barmada, M. M., Wang, X., Demirci, F. Y., Kamboh, M. I.
(2014). Connecting the dots: potential of data integration to identify
regulatory SNPs in late-onset Alzheimer's disease GWAS findings. PloS
one, 9(4), e95152.

Roth, M., Epstein, D. L. (1980). Exfoliation syndrome. American journal of
ophthalmology, 89(4), 477-481.

Salvisberg, C., Tajouri, N., Hainard, A., Burkhard, P. R., Lalive, P. H., Turck, N.
(2014). Exploring the human tear fluid: discovery of new biomarkers in
multiple sclerosis. Proteomics-Clinical Applications, 8(3-4), 185-194.

Samarai, V., Samarei, R., Haghighi, N., Jalili, E. (2012). Sensory-neural hearing
loss in pseudoexfoliation syndrome. International journal of
ophthalmology, 5(3), 393.

Schlétzer-Schrehardt, U. (2009). Molecular pathology of pseudoexfoliation
syndrome/glaucoma—new insights from LOXL1 gene associations.
Experimental eye research, 88(4), 776-785.

Schlétzer-Schrehardt, U. (2011). Genetics and genomics of pseudoexfoliation
syndrome/glaucoma. Middle East African journal of ophthalmology,
18(1), 30.

Schlétzer-Schrehardt, U. (2012). Pseudoexfoliation syndrome: the puzzle continues.
Journal of ophthalmic & vision research, 7(3), 187.

227



Schlétzer-Schrehardt, U. M., Koca, M., Naumann, G. O. H., Volkholz, H. (1992).
Pseudoexfoliation syndrome: ocular manifestation of a systemic
disorder? Archives of Ophthalmology,110, 1752-6.

Schlotzer-Schrehardt, U., Kortje, K. H., Erb, C. (2001a). Energy-filtering
transmission electron microscopy (EFTEM) in the elemental analysis of
pseudoexfoliative material. Current eye research, 22(2), 154-162.

Schlotzer-Schrehardt, U., Kiichle, M., Hofmann-Rummelt, C., Kaiser, A,
Kirchner, T. (2000). Latentes TGF-B1-Bindungsprotein (LTBP-1): ein
neuer Marker fiir intra-und extraokulire PEX-Ablagerungen in
histologischen Schnitten. Klinische Monatsbldtter fiir Augenheilkunde,
216(06 (216)), 412-4109.

Schlotzer-Schrehardt, U., Kiichle, M., Jiinemann, A., Naumann, G. O. (2002).
Relevance of the pseudoexfoliation syndrome for the glaucomas.
Ophthalmologe, 99, 683-90.

Schlétzer-Schrehardt, U., Kiichle, M., Naumann, G.O. (1991). Electron-
microscopic identification of pseudoexfoliation material in extrabulbar
tissue. Archives of Ophthalmology, 109(4), 565-570.

Schlétzer-Schrehardt, U., Lommatzsch, J., Kiichle, M., Konstas, A. G., Naumann,
G. 0. (2003). Matrix metalloproteinases and their inhibitors in aqueous
humor of patients with pseudoexfoliation syndrome/glaucoma and
primary open-angle glaucoma. Investigative ophthalmology & visual
science, 44(3), 1117-1125.

Schlotzer-Schrehardt, U., Naumann, G. O. (2006). Ocular and systemic
pseudoexfoliation syndrome. American journal of ophthalmology,
141(5), 921-937.

Schlotzer-Schrehardt, U., Pasutto, F., Sommer, P., Hornstra, I., Kruse, F. E.,
Naumann, G. O., Reis, A., Zenkel, M. (2008). Genotype-correlated
expression of lysyl oxidase-like 1 in ocular tissues of patients with
pseudoexfoliation syndrome/glaucoma and normal patients. The
American journal of pathology, 173(6), 1724-1735.

Schlétzer-Schrehardt, U., Von der Mark, K., Sakai, L. Y., Naumann, G. O.
(1997). Increased extracellular deposition of fibrillin-containing fibrils in
pseudoexfoliation syndrome. Investigative ophthalmology & visual
science, 38(5), 970-984.

Schlotzer-Schrehardt, U., Zenkel, M., Kiichle, M., Sakai, L. Y., Naumann, G. O.
(2001b). Role of transforming growth factor-f1 and its latent form
binding protein in pseudoexfoliation syndrome. Experimental eye
research, 73(6), 765-780.

Schumacher, S., Schlétzer-Schrehardt, U., Martus, P., Lang, W., Naumann, G.
O. H. (2001). Pseudoexfoliation syndrome and aneurysms of the
abdominal aorta. The Lancet, 357(9253), 359-360.

228



Schiirmann, B., Wiese, B., Bickel, H., Weyerer, S., Riedel-Heller, S. G., Pentzek,
M., Bachmann, C., Williams, J., van den Bussche, H., Maier, W.,
Jessen, F. (2011). Association of the Alzheimer's disease clusterin risk
allele with plasma clusterin concentration. Journal of Alzheimer's
Disease, 25(3), 421-424.

Sein, J., Galor, A., Sheth, A., Kruh, J., Pasquale, L. R., Karp, C. L. (2013).
Exfoliation syndrome: new genetic and pathophysiologic insights.
Current opinion in ophthalmology, 24(2), 167-174.

Shapoori, H., Miratashi, A. M., Rashidi, M., Manaviat, M. R. (2007). Prevalence
of Pseudoexfoliation Syndrome in Diabetic Patients. Journal of Shahid
Sadoughi University of Medical Sciences, 15(3), 3-8.

Shastry, B. S. (2002). SNP alleles in human disease and evolution. Journal of human
genetics, 47(11), 561-566.

Shazly, T. A., Farrag, A. N., Kamel, A., Al-Hussaini, A. K. (2011). Prevalence of
pseudoexfoliation syndrome and pseudoexfoliation glaucoma in Upper
Egypt. BMC ophthalmology, 11(1), 18.

Shields, M. B. (2001). The shape of glaucoma. quantitative neural imaging techniques.
Edited by Hans G. Lemij and Joel S. Schuman. The Hague, The
Netherlands, Kugler Publications, 2000. 331 pages, illustrated.
Hardbound. American Journal of Ophthalmology, 131(6), 821.

Shingleton, B. J., Heltzer, J., O’Donoghue, M. W. (2003). Outcomes of
phacoemulsification in patients with and without pseudoexfoliation
syndrome. Journal of Cataract & Refractive Surgery, 29(6), 1080-1086.

Shoji, J., Kitazawa, M., Inada, N., Sawa, M., Ono, T., Kawamura, M., Kato, H.
(2003). Efficacy of tear eosinophil cationic protein level measurement
using filter paper for diagnosing allergic conjunctival disorders.
Japanese journal of ophthalmology, 47(1), 64-68.

Shrum, K. R., Hattenhauer, M. G., Hodge, D. (2000). Cardiovascular and
cerebrovascular mortality associated with ocular pseudoexfoliation.
American journal of ophthalmology, 129(1), 83-86.

Sitaramamma T., Shivaji S., Rao G. N. (1998). Effect of storage on protein
concentration of tear samples. Current Eye Research, 17(10):1027-1035.

Sollosy, M. (2004). Incidence of the uveal pseudoexfoliation syndrome in patients
with diabetes mellitus. Oftalmologia (Bucharest, Romania: 1990), 48(1),
76-80.

Speckauskas, M., TamoSiiinas, A., JaSinskas, V. (2012). Association of ocular
pseudoexfoliation syndrome with ischaemic heart disease, arterial
hypertension and diabetes mellitus. Acta ophthalmologica, 90(6).

Stein, J. D., Pasquale, L. R., Talwar, N., Kim, D. S., Reed, D. M., Nan, B., Kang,
J. H., Wiggs, J.L., Richards, J. E. (2011). Geographic and climatic
factors associated with exfoliation syndrome. Archives of
ophthalmology, 129(8), 1053-1060.

229



Stolwijk, T. R., Kuizenga, A. B., Haeringen, N. J., Kijlstra, A., Oosterhuis, J. A.,
Best, J. A. (1994). Analysis of tear fluid proteins in insulin-dependent
diabetes mellitus. Acta ophthalmologica, 72(3), 357-362.

Streeten, B. W. (1993). Aberrant synthesis and aggregation of elastic components in
pseudoexfoliative fibrillopathy: a unifying concept. New Trends
Ophthalmol, 8, 187-196.

Streeten, B. W., Li, Z. Y., Wallace, R. N., Eagle, R. C., Keshgegian, A. A. (1992).
Pseudoexfoliative fibrillopathy in visceral organs of a patient with
pseudoexfoliation syndrome. Arch Ophthalmology, 110, 1757-1762.

Streeten, B., Gibson, S. A., Dark, A. J. (1986). Pseudoexfoliative material contains
an elastic microfibrillar-associated glycoprotein. Transactions of the
American Ophthalmological Society, 84, 304.

Stuchell, R. N., Feldman, J. J., Farris, R. L., Mandel, I. D. (1984). The effect of
collection technique on tear composition. Investigative ophthalmology &
visual science, 25(3), 374-377.

Tarkkanen, A., Reunanen, A., Kiveld, T. (2008). Frequency of systemic vascular
diseases in patients with primary open-angle glaucoma and exfoliation
glaucoma. Acta ophthalmologica, 86(6), 598-602.

Tekeli, O., Turacli, M. E., Egin, Y., Akar, N., Elhan, A. H. (2008). Tumor necrosis
factor alpha-308 gene polymorphism and pseudoexfoliation glaucoma.
Molecular vision, 14, 1815.

Teshome, T., Regassa, K. (2004). Prevalence of pseudoexfoliation syndrome in
Ethiopian patients scheduled for cataract surgery. Acta Ophthalmologica,
82(3pl), 254-258.

Thomas, R., Nirmalan, P. K., Krishnaiah, S. (2005). Pseudoexfoliation in southern
India: the Andhra Pradesh Eye Disease Study. Investigative
ophthalmology & visual science, 46(4), 1170-1176.

Thorleifsson, G., Magnusson, K. P., Sulem, P., Walters, G. B., Gudbjartsson, D.
F., Stefansson, H., Jonsson, T., Jonasdottir, ... & Stefansson, K.
(2007). Common sequence variants in the LOXL1 gene confer
susceptibility to exfoliation glaucoma. Science, 317(5843), 1397-1400.

Tomosugi, N., Kitagawa, K., Takahashi, N., Sugai, S., Ishikawa, 1. (2005).
Diagnostic potential of tear proteomic patterns in Sjogren's syndrome.
Journal of proteome research, 4(3), 820-825.

Tong, L., Zhou, L., Beuerman, R. W., Zhao, S. Z,, Li, X. R. (2011). Association of
tear proteins with Meibomian gland disease and dry eye symptoms.
British Journal of Ophthalmology, 95(6), 848-852.

Topouzis, F., Wilson, M. R., Harris, A., Founti, P., Yu, F., Anastasopoulos, E.,
Pappas, T., Koskosas, A., Salonikiou, A., Coleman, A. L. (2011). Risk
factors for primary open-angle glaucoma and pseudoexfoliative
glaucoma in the Thessaloniki eye study. American journal of
ophthalmology, 152(2), 219-228.

230



Trougakos, I. P., Poulakou, M., Stathatos, M., Chalikia, A., Melidonis, A., Gonos,
E. S. (2002). Serum levels of the senescence biomarker
clusterin/apolipoprotein J increase significantly in diabetes type Il and
during development of coronary heart disease or at myocardial infarction.
Experimental gerontology, 37(10-11), 1175-1187.

Tsironi, E. E., Pefkianaki, M., Tsezou, A., Kotoula, M. G., Dardiotis, E.,
Almpanidou, P., Papathanasiou, A. A., Rodopoulou, P., Chatzoulis,
D. Z., Hadjigeorgiou, G. M. (2009). Evaluation of MMP1 and MMP3
gene polymorphisms in exfoliation syndrome and exfoliation glaucoma.
Molecular vision, 15, 2890.

Vikevi, A., Laurila, P., Meri, S. (1993). Co-deposition of clusterin with the
complement membrane attack complex in myocardial infarction.
Immunology, 80(2), 177.

van Setten, G. B. (1990). Epidermal growth factor in human tear fluid: increased
release but decreased concentrations during reflex tearing. Current eye
research, 9(1), 79-83.

van Setten, G. B., Blalock, T. D., Grotendorst, G., Schultz, G. S. (2002). Detection
of connective tissue growth factor in human aqueous humor. Ophthalmic
research, 34(5), 306-308.

VanDerMeid, K. R., Su, S. P, Krenzer, K. L., Ward, K. W., Zhang, J. Z. (2011).
A method to extract cytokines and matrix metalloproteinases from
Schirmer strips and analyze using Luminex. Molecular vision, 17, 1056.

Versura, P., Nanni, P., Bavelloni, A., Blalock, W. L., Piazzi, M., Roda, A.,
Campos, E. C. (2010). Tear proteomics in evaporative dry eye disease.
Eye, 24(8), 1396-1402.

Viard, 1., Wehrli, P., Jornot, L., Bullani, R., Vechietti, J. L., French, L. E.,
Schifferli., J. A., Tschopp, J. (1999). Clusterin gene expression
mediates resistance to apoptotic cell death induced by heat shock and
oxidative stress. Journal of Investigative Dermatology, 112(3), 290-296.

Vogt A. (1925). Ein neues Spaltlampenbild des Pupillengebiets: Hellblauer

Pupillensaumfilz mit H&autchenbildung auf der Linsenvorderkapsel.
Klein Monatsbl Augenheilkd; 75:1-12.

Williams, S. E., Whigham, B. T., Liu, Y., Carmichael, T. R., Qin, X., Schmidt, S.,
Ramsay, M., Hauser, M. A., Allingham, R. R. (2010). Major LOXL1
risk allele is reversed in exfoliation glaucoma in a black South African
population. Molecular vision, 16, 705.

Wilson, M. R., Easterbrook-Smith, S. B. (2000). Clusterin is a secreted mammalian
chaperone. Trends in biochemical sciences, 25(3), 95-98.

Wolf, C., Gramer, E., Miiller-Myhsok, B., Pasutto, F., Wissinger, B., Weisschuh,
N. (2010). Mitochondrial haplogroup U is associated with a reduced risk
to develop exfoliation glaucoma in the German population. BMC
genetics, 11(1), 8.

231



Wong, P., Pfeffer, B. A., Bernstein, S. L., Chambers, M. L., Chader, G. J., Zakerti,
Z. F., Wu, Y., Wilson, M., Becerra, S. P. (2000). Clusterin protein
diversity in the primate eye. Molecular Vision, 6 184-191

Wong, T. T., Zhou, L., Li, J., Tong, L., Zhao, S. Z., Li, X. R., Yu, S. J., Koh, S. K,,
Beuerman, R. W. (2011). Proteomic profiling of inflammatory signaling
molecules in the tears of patients on chronic glaucoma medication.
Investigative ophthalmology & visual science, 52(10), 7385-7391.

Xing, Y. Y., Yu,J. T, Cui, W. Z, Zhong, X. L., Wu, Z. C., Zhang, Q., Tan, L.
(2012). Blood clusterin levels, rs9331888 polymorphism, and the risk of
Alzheimer's disease. Journal of Alzheimer's Disease, 29(3), 515-519.

Yagc, R., Ersoz, 1., Erdurmus, M., Giirel, A., Duman, S. (2008). Protein carbonyl
levels in the aqueous humour and serum of patients with
pseudoexfoliation syndrome. Eye, 22(1), 128-131.

Yalaz, M., Othman, 1., Nas, K., Eroglu, A., Homurlu, D., Cikintas, Z., Ashouri,
A. (1992). The frequency of pseudoexfoliation syndrome in the eastern
Mediterranean area of Turkey. Acta ophthalmologica, 70(2), 209-213.

Yalvag, I., Onal, M. (2001). Temel G6z Hastaliklar1, Glokom (1. Bask1). Editorler:
Aydin, P., Akova, Y. A. Ankara, Giines Kitabevi, 259-285.

Yang, X., Zabriskie, N. A., Hau, V. S., Chen, H., Tong, Z., Gibbs, D., Farhi, P.,
Katz, B. J., Luo, L., .. & Zeng, J., Zhang, K., Yang, Z. (2008). Genetic
association of LOXL1 gene variants and exfoliation glaucoma in a Utah
cohort. Cell Cycle, 7(4), 521-524.

Yilmaz, A., Adigiizel, U., Tamer, L., Yildirim, 0., 0z, O., Vatansever, H., Ercan,
B., Degirmenci, U., Atik, U. (2005c). Serum oxidant/antioxidant
balance in exfoliation syndrome. Clinical & experimental
ophthalmology, 33(1), 63-66.

Yilmaz, A., Tamer, L., Ates, N. A., Camdeviren, H., Degirmenci, U. (2005a).
Effects of apolipoprotein E genotypes on the development of exfoliation
syndrome. Experimental eye research, 80(6), 871-875.

Yilmaz, A., Tamer, L., Ates, N. A., Yildirim, O., Yildirim, H., Atik, U. (2005b). Is
GST gene polymorphism a risk factor in developing exfoliation
syndrome? Current eye research, 30(7), 575-581.

Yoo, K. H., Thornhill, B. A., Wolstenholme, J. T., Chevalier, R. L. (1998). Tissue-
specific regulation of growth factors and clusterin by angiotensin II.
American journal of hypertension, 11(6), 715-722.

Yoon, J. S., Choi, S. H., Lee, J. H., Lee, S. J., Lee, S. Y. (2010). Ocular surface
inflammation, and nerve growth factor level in tears in active thyroid-
associated ophthalmopathy. Graefe's Archive for Clinical and
Experimental Ophthalmology, 248(2), 271-276.

Young, A. L., Tang, W. W. T., Lam, D. S. C. (2004). The prevalence of
pseudoexfoliation syndrome in Chinese people. British journal of
ophthalmology, 88(2), 193-195.

232



Yu, J. T, Li, L., Zhu, Q. X,, Zhang, Q., Zhang, W., Wu, Z. C,, Guan, J., Tan, L.
(2010). Implication of CLU gene polymorphisms in Chinese patients
with Alzheimer's disease. Clinica Chimica Acta, 411(19-20), 1516-1519.

Yu,J. T.,Ma, X.Y.,Wang, Y. L., Sun, L., Tan, L., Hu, N, Tan, L. (2013). Genetic
variation in Clusterin gene and Alzheimer's disease risk in Han Chinese.
Neurobiology of aging, 34(7), 1921-e17.

Yu, J. T., Tan, L. (2012). The role of clusterin in Alzheimer’s disease: pathways,
pathogenesis, and therapy. Molecular neurobiology, 45(2), 314-326.

Yiice, H., Hepsen, 1. F., Tekedereli, I., Keskin, U., Elyas, H., Akyol, O. (2007).
Lack of association between pseudoexfoliation syndrome and manganese
superoxide dismutase polymorphism. Current eye research, 32(4), 387-
391.

Yiiksel, N., Karabas, V. L., Arslan, A., Demirci, A., Caglar, Y. (2001). Ocular
hemodynamics in pseudoexfoliation syndrome and pseudoexfoliation
glaucoma. Ophthalmology,108(6), 1043-1049.

Zenkel, M., Kruse, F. E., Jiinemann, A. G., Naumann, G. O., Schlétzer-
Schrehardt, U. (2006). Clusterin deficiency in eyes with
pseudoexfoliation syndrome may be implicated in the aggregation and
deposition of pseudoexfoliative material. Investigative ophthalmology &
visual science, 47(5), 1982-1990.

Zenkel, M., Poschl, E., Von Der Mark, K., Hofmann-Rummelt, C., Naumann, G.
0., Kruse, F. E., Schlétzer-Schrehardt, U. (2005). Differential gene
expression in pseudoexfoliation syndrome. Investigative ophthalmology
& visual science, 46(10), 3742-3752.3

Zhou, L., Beuerman, R. W. (2012). Tear analysis in ocular surface diseases. Progress
in retinal and eye research, 31(6), 527-550.

Zhou, L., Beuerman, R. W., Chan, C. M., Zhao, S. Z,, Li, X. R., Yang, H., Tong,
L., Liu, S., Stern, M. E., Tan, D. (2009). Identification of tear fluid
biomarkers in dry eye syndrome using iTRAQ quantitative proteomics.
Journal of proteome research, 8(11), 4889-4905.

Zhou, L., Beuerman, R. W., Foo, Y., Liu, S., Ang, L. P., Tan, D. T. (2006).
Characterisation of human tear proteins using high-resolution mass
spectrometry. Annals-Academy of Medicine Singapore, 35(6), 400.

Zhou, L., Zhao, S. Z.,, Koh, S. K., Chen, L., Vaz, C., Tanavde, V., Li, X. R,
Beuerman, R. W. (2012). In-depth analysis of the human tear proteome.
Journal of proteomics, 75(13), 3877-3885.

Zhou, Y., Wang, J., Wang, K., Li, S., Song, X,, Ye, Y., Wang., L., Ying, B. (2010).
Association analysis between the rs11136000 single nucleotide
polymorphism in clusterin gene, rs3851179 single nucleotide
polymorphism in clathrin assembly lymphoid myeloid protein gene and
the patients with schizophrenia in the Chinese population. DNA and cell
biology, 29(12), 745-751.

233



URL-1: http://archives.evergreen.edu/webpages/curricular/2011-
2012/m201112/web/file _anatomy of the eye.html. Alindigi tarih: 21.12.2017

URL-2: https://www.prudhommevision.com/eyecare-services/glaucoma.html.
Alindig tarih: 16.12.2017

URL-3: http://www.eyeassociateslancaster.com/glaucoma-center/. Alindigi tarih:
16.12.2017

URL-4: https://www.proteinmodelportal.org/query/uniprot/P10909. Alindig: tarih:
19.12.2017

URL-5: http://www.uniprot.org/uniprot/P10909#sequences. Alindig: tarih:
25.12.2017

URL-6: https://modbase.compbio.ucsf.edu/modbase-
cgi/model_details.cgi?queryfile=1513682346 8135&searchmode=default&displaym
ode=moddetail &referer=yes&snpflag=&. Alindigi tarih: 19.12.2017

URL-7: https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot//P10909. Alindig: tarih:
19.12.2017

URL-8:
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene?cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=1191.
Alindig tarih: 20.12.2017

URL-9: http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgTracks?db=hg38&IastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraState=&virt
ModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=chr8%3A27596917-
27611437&hgsid=649636225 czZItvXgcb3eAZPH25U90yziAzNM. Alindig: tarih:
20.12.2017

URL-10: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=11136000. Alindig:
tarih: 20.12.2017

URL-11: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cgi?rs=3087554. Alindig1
tarih: 20.12.2017

URL-12: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cgi?rs=1532278. Alindig1
tarih: 20.12.2017

URL-13: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp _ref.cgi?rs=2279590. Alindig1
tarih: 20.12.2017

URL-14: https://labiotech.eu/contact-lens-glucose-diabetes/. Alindig: tarih:
21.12.2017

URL-15: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Alindig tarih:
29.10.2015

URL-16: https://www.neb.com/products/r0566-apoi#Product%20Information.
Alindigr tarih: 18.03.2016

URL-17: https://www.neb.com/products/r0551-acii#Product%20Information.
Alindigr tarih: 18.03.2016

URL-18: https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-science/pcr/real-time-
pcr/gpcr-education/how-tagman-assays-work.html. Alindigr tarih: 25.04.2017

234


https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/qpcr-education/how-taqman-assays-work.html
https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/qpcr-education/how-taqman-assays-work.html

URL-19: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/EHCLU.pdf.
Alindig tarih: 20.05.2017

URL-20: https://www.snpstats.net/start.ntm?
URL-21: http://www.hammiverse.com/lectures/23/4.html. Alindig1 tarih: 12.02.2018

235






EKLER

Ek A: Etik kurul onay1
Ek B: Kimyasallar, katalog numaralar1 ve {iretici listesi
Ek C: Soliisyonlar

Ek D: Calisma grubu listesi

237



EKA

ETiK KURUL ONAYI

HIZMETE OZEL

HIZMETE OZEL T.C.
GENELKURMAY BASKANLIGI
GULHANE ASKERI TIP AKADEMISI KOMUTANLIGI
ANKARA

IVEDI

KLN.ARS.ETK.KRL.: 50687469-1491- 4 /; -15/SEK.1677 26 Ocak 2015

KONU : GATA (KAEK 2015-07) Dog.Dr. Birsen
CAN DEMIRDOGEN’e  Ait Kurul Raporu

TOBB EKONOMI VE TEKNOLOJI UNIVERSITESI BIYOMEDIKAL MUHENDISLIGINE
ANKARA

ILGI:  GATA'Y 66-2 (A) Giilhane Askeri Tip Akademisi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Yénergesi.

ligi Yénerge geregince degerlendiriimek tizere GATA Klinik Aragtirmalar Etik Kuruluna sunulan
Dog.Dr. Birsen CAN DEMIRDOGENe ait GATA KAEK-2015-07 kayit numarali ve
“Psédoeksfoliasyon Sendromu ve Psédoeksfoliasyon Glokomu’nda Clusterin’in ve Bag
Dokusu Biiyiime Faktérii'niin (CTGF) Roliiniin Arastinimasi” Klinik arastirmasi isimli Tek
Merkezli baslikli aragtirma projesi ile ilgili, GATA Klinik Arastirmalar Etik Kurulu karari EK-A'dadir.

Rica ederim.

Profesér Hava Tabip Tuggeneral
GATA Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul Baskani

EKI :
EK-A (2 Adet Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Karar Formu)

HIZMETE OZEL
Baglanti Noktas! Svl.Me.G.UNAL (TEL:2293)

WEZMETE OzEL

238



GULHANE ASKERI TIP AKADEMiSi KOMUTANLIGI
KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

EK-A

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Psodoeksfoliasyon Sendromu ve Psddoeksfoliasyon Glokomu’nda Clusterin’in ve
Bag Dokusu Biiyiime Faktorii’niin (CTGF) Rolilniin Arastirilmasi

ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

BMM-2014/003

ETIK KURULUN ADI

Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanhg Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

- T T T -
=5 ] Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanligi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
4 S ATESL 06010 Kegidren / ANKARA
x —
PE TELEFON 0312304 2293
==
=l FAKS 0312 304 6370
E-POSTA Kliniketik{@gata.edu.tr

UNVANVADISOYADI

KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACI

Dog.Dr. Birsen CAN DEMIRDOGEN

UZMANLIK ALANI

KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACININ

Biyokimya

BULUNDUGU MERKEZ

KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACININ

TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi, Biyomedikal Mihendisligi

VARSA IDARI SORUMLU
UNVANIADI/SOYADI

DESTEKLEYICI

DESTEKLEYICININ YASAL TEMSILCISI -

B
= FAZ 1 a
£ FAZ2 m]
z FAZ3 m]
% FAZ 4 O
= ARASTIRMANIN FAZI VE Gozlemsel ilag galigmast (]
TORO
Tibbi cihaz klinik aragtirmasi il
In vitro tibbi tam cihazlari ile yapilan
" O
performans degerlendirme galismalari
Klinik ilag aragtirmast a
Klinik aragtirmas X
Diger ise belirtiniz:
ARASTIRMAYA KATILAN MERKEZLER TEK F\gRKEZ COK Mg{KEZLl Ul.lIJ:?AL ULUSLERARASI
= Versiyon St
_E E] Belge Adi Tarihi Numarast Dili
% E ARASTIRMA PROTOKOLU 12.01.2015 01 Tarkee X Ingilizee (] Diger a
4] e
: § BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR FORMU 12.01.2015 01 Tarke [ Ingilizee [ Diger (1
§ z OLGU RAPOR FORMU 12.01.2015 01 Turkge [ ingilizce J  Diger
3 ARASTIRMA BROSURU - - Tarkee [ Ingilizee (] Diger [J
Etik Kuru mnin:

Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Hv.Tbp.Tugg. Mustafa GEREK

imza:

Not: Etik kurul bagk her sayfada i) olmas: gerekmektedi)

239




GULHANE ASKERI TIP AKADEMiSi KOMUTANLIGI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU
EK-A

ARASTIRMANIN ACIK ADI Psodoeksfoliasyon Sendromu ve Psddoeksfoliasyon Glokomu’nda Clusterin’in ve

Bag Dokusu Biiyiime Faktorii’niin (CTGF) Roliiniin Arastiriimasi

AR

ASTIRMANIN PROTOKOL KODU BMM-2014/003

DEGERLENDIRILEN
DiGER BELGELER

Belge Ad1 Aciklama

SIGORTA

ARASTIRMA BUTCESI

BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU
ILAN
YILLIK BILDIRIM

SONUG RAPORU
GUVENLILIK BILDIRIMLERI
DIGER:

Karar No: 2015/01 (KAEK-2015-07) | Tarih: (ilk degerlendirme tarihi: 21.01.2015)
TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi Biyomedikal Muhendisligi dgretim tyelerinden Dog.Dr.Birsen CAN DEMIRDOGEN’in

E sorumlu aragtirmaci, asistan Ece BAYRAK’in yardime:r aragtirmaci oldugu: GATA K.higi. Goz Hastaliklart Anabilim Dali 6gretim
= | Uyelerinden Dog.Dr.Tarkan MUMCUOGLU  ’nun koordinatér, ~Uzm.Dr. Gokhan OZGE’nin yardimci arastirmact oldugu
g “Psddoeksfoliasyon Sendromu ve Psidoeksfoliasyon Glokomu’nda Clusterin’in ve Bag Dokusu Bilyiime Faktérii’niin (CTGF)
= |Roliiniin Arasgtinlmasi™ isimli Cok Merkezli Caligma, 21 Ocak 2015 tarihinde gergeklestirilen KAEK toplantisinda proje dneri dosyas,
o |bu dosyaya ait ekli belge ve dok lar; aragtir | gerekge, amag, yaklagim ve y leri dikkate al k incelenmis
] olup, aragtirmanin/gal gergeklestirilmesinde tibbi etik ve bilimsel agidan sakinca bulunmadigina karar verilmigtir.
§ 25 Haziran 2014 ve 29041 sayih Resmi Gazete’de yayimlanarak yiiriirlige giren “ilag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalart
Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/cahgmalar igin Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi
gerekm ktedi
CALISMA ESASI Klinik Arastirmalar Hakkinda Y6netmelik, lyi Klinik Uygulamalar1 Kilavuzu
BASKANIN UNVANI/ ADI
TOviIL Baskan Prof.Hv.Tbp. Tugg. Mustafa GEREK
Unvan/AdvSoyadt Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet A"I:::::I' e Katilim* ﬁa
Prof.Hv.Tbp.Tugg. o . .
Mustafa GEREK KBB AD. GATA K@t E EO HE EX HO
Prof. Tbp.Kd.Alb.
Fatih Mehmet MUTLU Goz Hastaliklari AD. GATA K.ligt E EO HEX EX HO
Prof. Tbp.Kd.Alb. . "
Sezai DEMIRBAS Genel Cerrahi AD. GATA K.hign E EQ |HN |EX HO
Prof. Tbp.Kd.Alb.
Mafit szal YENEN Kadin Hast. Ve Dogum AD. | GATA K.lig E EQ |HR |ER HO /W
Prof.Dz Ecz Kd Alb. ; ) [ 1
Yalgin OZKAN Ecz.Bil.Mrk. GATA K.lign B EO H EX HO
Prof.Tbp.Kd.Alb. g
N‘;’ri Mgsn. e Nikleer Tip AD. GATA K.igt E E0 |HR |ER HO
Prof.Hv.Tbp.Kd.Alb. Ortopedi ve Travmatoloji - — .
Comil YILDIZ AD. GATA K.ligt E EO |H ER HO
Yrd.Dog. Tbp.Kd.Alb. " =
& iﬁ"’lfUR‘T’ Tip Tarih ve Deontoloji AD. | GATA K.Iiga E EQ |HR |ER HO
Prof. Tbp.Kd.Alb. 5 . g
Selim RILIC Halk Saghg AD. GATA K.higi E E0 |HE |EX HO i
Dog.Hv.Tbp.Kd.Alb. : & : ; 5 el
Melik SEYREK Tibbi Farmakoloji AD. GATA K.ig1 E EO |HR |ER ng '5&‘)*\"\“/
DrOgYbosman ankeT | SIMVO(SafMensibn T garaxig | & kD0 [vR [ER [nO ) AR
e 1
Prof.Dr.Osman EROGUL ;35:'5‘:"“‘:“"“‘“"“' GATA K.ign E 0 |HR |ER m|
Prof.Dr.Seref KOMURCU Memorial Ankara Hastanesi | GATA K.lig1 E EQ |HR EX HO
Muayenehane Kizilirmak
Prof.Dr:Mahmut KOMORCO | PRS0 ISER | GATA K E |e0 |HR |0 |HE iZINLi
Cukurambar-ANKARA
0g.Gor.Sag.Kd.Bgvs. . <
Semsettin VAROL, SAMYO (Hukukgu) GATA K.ign E EO |HR |ER HQa fﬁ-—

* .

Toplantida Bulunma

Etik Kurul Bagkan
Unvani/Ady/Soyadz: Prof. HV.Tbp, . Mustafa GEREK
imza:
Not: Etik kurul bagkaninin her sayfada i olmas: gerekmektedi
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EKB

KIMYASALLAR, KATALOG NUMARALARI VE URETICI LISTESI

Katalog

Kimyasal numarasi Uretici

Acil RO551L New England Biolabs Inc., ABD

Agaroz 16500 Thermo Scientific, ABD

Apol R0O566L New England Biolabs Inc., ABD

BSA (Bovine Serum Albumin) A7511 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD

Coomassie (Bradford) Protein Assay 23200 Thermo Scientific, ABD

insan Clusterin ELISA kit EHCLU Thermo Scientific, ABD

dNTP mix R0192 Thermo Scientific, Litvanya

Etanol 32221 Sigma-Aldrich Co., Almanya

Etidyum bromiir 15585011 | Thermo Scientific, ABD

E};I?Eg!?gm P asetikgRigtsodyugy E5134 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD

Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder SMO0372 | Thermo Scientific, Litvanya

Magnezyum kloriir (MgCly) M8266 Sigma-Aldrich Co., Cin

Phosphate buffered saline (PBS) P4417 Sigma-Aldrich Co., Isvigre

Potasyum kloriir (KCI) sc-203207 | Santa Cruz Biotechnology, Dallas TX
lontek ilag Tam ve Biyoteknoloji

Primerler Uriinleri Ar-Ge San. ve Tic. AS.,
Istanbul/Tiirkiye

Sodyum dodesil siilfat (SDS) L3771 Sigma-Aldrich Co., Japonya

Sodyum kloriir (NaCl) 31434 Sigma-Aldrich Co., Danimarka

Su 34877 Sigma-Aldrich Co., Isvicre

Tam kandan DNA izolasyon kiti 51106 Qiagen GmbH, Almanya

Taq DNA polimeraz EP0402 Thermo Scientific, ABD

TagMan® genotyping master mix 4371355 Applied Biosystems, Avustralya

TagMan® SNP genotyping assays 4351376 Applied Biosystems, ABD

Tris (hidroksimetil) amino-metan 252859 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD

Trizma hidroklortr (Tris-HCI) T5941 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD

Triton X-100 T8787 Sigma-Aldrich Co., St. Louis, ABD

Tween 20 P1379 Sigma-Aldrich Co., Fransa
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EKC

SOLUSYONLAR

1. Manuel yol ile genomik DNA izolasyonu i¢in gerekli soliisyonlar
1.1 TKM tamponu (pH 7.6, 200 mL)

10 mM Trizma base (pH 7.6)
10 mM KCI

2 mM EDTA.H.0

4 mM MgCl,

Soliisyon kullanilmadan 6nce otoklavlanmistir ve 4 °C’de muhafaza edilmistir.
1.2 %10 SDS soliisyonu (100 mL)

10 g SDS deterjan1 100 mL distile suyun iginde ¢ozdiiriilmiis ve 4 °C’de muhafaza

edilmistir.

1.3 Doymus NaCl soliisyonu (100 mL)

35.7 g NaCl 100 mL distile suyun i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve 4 °C’de muhafaza edilmistir.
1.4 TE tamponu (pH 8.0, 100 mL)

100 mM Tris-HCI
500 mM EDTA

4 °C’de muhafaza edilmistir.

1.5 Tris-HCI (pH 8.0, 100 mM, 100 mL)

Soliisyon kullanilmadan 6nce otoklavlanmistir ve 4 °C’de muhafaza edilmistir.
1.6 EDTA (pH 8.0, 500 mM, 100 mL)

Soliisyon kullanilmadan 6nce otoklavlanmistir ve 4 °C’de muhafaza edilmistir.
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2. Agaroz jel elektroforezi icin gerekli soliisyonlar
2.1 0.5X TBE tamponu (Tris-Borate-EDTA) (pH: 8.3)

45 mM Trizma base

45 mM Borik asit

1 mM EDTA.2H,0O

0.5X TBE tamponunun hazirlanmasi i¢in 6ncelikle 5X TBE tamponu hazirlanmis,
kullanilacagi zaman 5X tamponun 10 kat seyreltilmesi ile 0.5X TBE tamponu elde
edilmistir. Bu soliisyon 5X TBE tamponu seklinde daha uzun Omiirlii muhafaza

edilebilmektedir.
2.1.1 5X TBE tamponu (Tris-Borate-EDTA) (pH: 8.3, 1 Litre)

450 mM Trizma base
450 mM Borik asit
10 mM EDTA.2H20

Soliisyon otoklavlanir ve ¢gokelmeyi engellemek i¢in oda sicakliginda tutulur.

2.2 Etidyum bromiir (10 mg/mL)

Etidyum bromiir 1s18a karst hassas oldugu i¢in ¢ozeltinin kondugu sise aliiminyum
folyo ile kaplanir ve oda sicakliginda tutulur. Kullanilirken konsantrasyonu 0.5 pg/mL
olacak sekilde ayarlanir.

3. Gozyas1 orneklerinden protein geri kazanimi icin gerekli soliisyonlar

3.1 PBS, NaCl ve Tween 20 soliisyonu (100 mL)

1X PBS
500 mM NacCl
900.5 Tween 20

4 °C’de muhafaza edilmistir.

243
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CALISMA GRUBU LISTESI

213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden olusan

Tablo Ek.1:

tim c¢aligma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

enotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
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olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri
genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.

Tablo Ek.1 (devami):

CT
CcC
CT
CcC
cC
CT
CT
CT
CT
CT
CT
CT
cC
CcC
CT
TT
CT
CT
CT
CT
TT
CT
cC
CT
cC
CT
cC
CcC
cC
cC
CT
CT
cC
cC
TT
CcC
cC

CT
CcC
CT
CcC
CC
CT
CT
CT
CT
CT
CT
CT
CcC
CcC
CT
TT
CT
CT
CT
CT
TT
CT
CcC
CT
cC
CT
cC
CcC
CC
CcC
CT
CT
CC
cC
TT
CcC
cC

AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AG
AA
AA
AG
AA
AA
AA
GG
AA
AA
AA
AA
AA
AA
AG

CT
CC
CT
CcC
CC
CT
CT
CT
CT
CT
CT
CT
CcC
CcC
CT
TT
CT
CT
CT
CT
TT
CT
CcC
CT
CcC
CT
CcC
CcC
CC
CC
CT
CT
CC
CC
TT
CcC
CcC

245

76
73
71
83
70
83
72
77
81
83
83
65
68
70
73
83
79
79
76
67
71
86
86
68
86
73
81
74
77
77
80
77
78
71
82
75
74

PES
PEG
Kontrol
Kontrol
PES
PES
PES
PES
PES
PEG
PEG
Kontrol
Kontrol
Kontrol
Kontrol
PES
Kontrol
PEG
PES
PEG
PEG
PES
PES
PEG
Kontrol
PES
Kontrol
Kontrol
PEG
PES
Kontrol
PES
Kontrol
Kontrol
PEG
PES
PES

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
66
67
68
69




213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

Tablo Ek.1 (devami):

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.

Tablo Ek.1 (devami):
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

Tablo Ek.1 (devami):

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

1BAIsUID
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olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.

Tablo Ek.1 (devami):
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.

Tablo Ek.1 (devami):
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1BAIsUID

Sex

1041U0A/S3d/O3d

ON

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri
genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.

Tablo Ek.1 (devami):

CT
CT
CcC
CcC
cC
CcC
TT
CT
cC
CT
cC
cC
TT
CT
TT
CcC
CT
CT
CT
cC
cC
CT
CT
CT
CT
CT
CT
TT
cC
CcC
cC
CT
cC
CT
cC
cC
CT

CT
CT
CcC
CcC
CcC
CcC
TT
CT
CC
CcC
CC
CcC
TT
CT
TT
CcC
CT
CT
CT
CcC
CC
CT
CT
CT
CT
CT
CT
TT
cC
CcC
CC
CT
CC
CT
CC
cC
CT

AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AA
AG
AA
AA
AA
AA
AG
AG
AG
AA
AA
AG
AA
AA

CT
CT
CT
CcC
CcC
CcC
TT
CT
CC
CC
CC
CC
TT
CT
TT
CcC
CT
CT
CT
CC
CC
CT
CT
CT
CT
CT
CT
TT
cC
CcC
CC
CT
CC
CT
CC
CC
CT

251

82
74
86
82
67
70
74
81
74
74
74
93
75
77
78
84
83
86
81
69
79
82
80
82
71
86
104
81
61
69
79
76
84
82
85
78
64

PEG
PEG
PES
PEG
Kontrol
PES
Kontrol
PES
Kontrol
PEG
Kontrol
PEG
PES
Kontrol
Kontrol
PEG
Kontrol
PEG
Kontrol
Kontrol
PEG
PES
Kontrol
Kontrol
PEG
Kontrol
Kontrol
Kontrol
PEG
Kontrol
PEG
PES
Kontrol
Kontrol
PEG
Kontrol
PEG

280
281
282
283
284
285
286
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318



213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

Tablo Ek.1 (devami):

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

Tablo Ek.1 (devami):

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri
genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.

Tablo Ek.1 (devami):
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

Tablo Ek.1 (devami):

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

Tablo Ek.1 (devami):

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden

Tablo Ek.1 (devami):

olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri

genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri
genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.
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Tablo Ek.1 (devami): 213 PEG hastasi, 214 PES hastasi ve 215 kontrol bireyinden
olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri
genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.

S -
5 = - = > < c =2 c<| cO| 0O
= = = = =
I - | S| 8| 5|2 2| 2 |58|53|5=|5s
%) < > © < < © £ = O +— = + 19
Z2| @ | S| g|S| 2| E| 5|5 |28|82| 88|88
O ) =Y ) n - = =© | =0 | =~
& o1l 5| & og|og|ow|oy
g M| I 2| 9| ¥ ¢
649 PEG 62 CT AA CT CT

_|
—
>
>
_|
—
—
—

650 | Kontrol 73
651 PEG 66
652 | Kontrol 70
653 | Kontrol 68
654 PEG 81
655 | Kontrol 78
656 | Kontrol 65
657 | Kontrol 61
658 | Kontrol 71
659 | Kontrol 73
660 | Kontrol 51
661 | Kontrol 56
662 | Kontrol 65
663 | Kontrol 66
664 | Kontrol 59
665 | Kontrol 54
666 | Kontrol 71
667 | Kontrol 61
668 | Kontrol 63
669 | Kontrol 74
670 | Kontrol 63
671 | Kontrol 68
672 | Kontrol 58
673 | Kontrol 68
674 | Kontrol 78
675 PEG 66
677 | Kontrol 71
678 PEG 78
679 PEG 70
680 | Kontrol 66
681 | Kontrol 77
682 | Kontrol 73
683 | Kontrol 63
684 | Kontrol 67
685 PEG 65
686 | Kontrol 69
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213 PEG hastasi, 214 PES hastas1 ve 215 kontrol bireyinden
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olusan tiim ¢alisma grubunun demografik bilgileri ve clusterin genetik polimorfizmleri
genotipleri. E: Erkek; K: Kadin; P: Pozitif; N: Negatif.

Tablo Ek.1 (devami):
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Tablo Ek.2: Tiim calisma grubunda akéz humor ornekleri de bulunan 12 PEG
hastasi, 17 PES hastas1 ve 22 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik
bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total protein
konsantrasyonlar ile total protein i¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.

g - - b= < © o 5:5 ) i?ﬁ E 5

g slegl3|2 e 8|8|8|22| 32| 3°

ol ¥ |22 2|2|E|S|g|2|8|8|5|c8|88| 3¢
2| 2 |s|2|s|2|g| 2| k|38 | 2| 2| 82| =258
& C|la| & 8|” |7 |c|e|e|s| 25| EE|E2

o S| T E|5|5|S|SE|EE| 22
5|0|0 |0 2|22

43 |Kontrol | 65 | E | N | N | N | N | N | CT |AA | CT | CT | 0.604 |159.44 | 0.379
121 | Kontrol | 80 | K | P N P N |[N|TT |AA | TT | TT | 1.661 | 218.00 | 0.762
158 | PEG 73| K| P N P N |N|]CC|AG|CC|CC| 1212 |267.00 | 0.454
159 | Kontrol | 66 | K | N | N | N [ N | N [ CT | AA| CT | CT | 0.250 | 100.80 | 0.248
167 | PEG 71| E | N P P N | N|CT|AA|CT | CT | 1499 | 55560 | 0.270
188 | PEG 81 | K| N | N P N | N|TT | AA| TT | TT | 0.404 | 430.60 | 0.094
202 | PES 83| K| N|NJ|P|N|N|CC|AA|CC|CC| 0116 | 208.60 | 0.056
209| PEG (87 | E | N | P P|IN|N|CT|AA|CT | CT | 0230 |247.05| 0.093
210 | PEG 71| K| P N P N | N|TT |AA| TT | TT | 0.659 | 229.00 | 0.288
212 | PES 7| E P N P N |N|CT|AG|CT | CT | 0304 |148.88 | 0.204
215 | Kontrol | 76 | K | N | N | N | N | N | CT |AA | CT | CT | 0.734 | 472.40 | 0.155
229 | Kontrol | 54 | K | N | N P N |N|TT |AA| TT | TT | 0.394 | 139.38 | 0.283
230 | PES 81 | K| N P N|NJ|N|CT|AA|CT|CT| 0229 |133.18| 0.172
235 | Kontrol | 78 | K [ N | P | N | N | N | CT | AA | CT | CT | 0020 | 86.50 | 0.023
237 | Kontrol | 79 | K | P P N|N|N|JCC|AA|CC|CC| 0473 | 12458 | 0.380
238 | PES 66 | K| N[ N|N|N{[N/|TT|AA|TT | TT | 0459 | 153.38 | 0.299
239 | Kontrol | 74 | K | P P P N |N|CT|AA|CT | CT | 0160 | 191.28 | 0.084
241 | PEG 91 | E P N P N |N|]CC|AA|CC|CC| 1387 |552.60 | 0.251
242 | Kontrol | 64 | E | N | N P N |N|CT|AA|CT | CT | 0237 | 80.30 | 0.295
243 | PEG 70| E | N|N P N |[N|TT |AA | TT | TT | 0.171 | 209.60 | 0.082
245 | PES 84 | K| N P P N N | TT | AA| TT | TT | 0.134 | 216.80 | 0.062
246 | Kontrol | 76 | K | N P P N N [ TT | AA| TT | TT | 0.229 | 173.30 | 0.132
247 | Kontrol | 83 | K | N | N P N |N|CT|AG|CT | CT | 0043 | 149.22 | 0.028
254 | PES 81 | E N P P P N | CT | AG | CT | CT | 0.043 | 143.52 | 0.030
259 | Kontrol | 78 | K | N N N P N | CT|AA | CT | CT | 0.030 | 116.02 | 0.026
260 | Kontrol | 72 | E | N | N | P P | N|CC|AG|CC|CC]| 0152 |280.80 | 0.054
268 | Kontrol | 84 | K | N | P P N|NJCC|AA|CC|CC| 0172 |181.00 | 0.095
270 | Kontrol | 85 | K | N | N P N |N|]CC|AA|CC|CC| 0117 | 257.00 | 0.045
295 | Kontrol | 78 | K | N N N N N | TT | AA| TT | TT | 0.127 | 175.40 | 0.073
296 | PEG |84 | E | N| P | N|N|[NJ|JCC|AG|CC|CC | 0886 |59040 | 0.150
318 | PEG 64 | E N N P N N | CT |AA | CT | CT | 0.318 | 274.40 | 0.116
319 (Kontrol | 82 | K | N | P | N| N | N |[CC|AG|CC|CC| 0188 |247.20 | 0.076
352 | Kontrol | 74 | K | N P{N|N|N|CT|AA|CT | CT | 0089 | 14430 | 0.062
386 | PES 8 | E|N|N|N|N|N/|WCT|AA|CT |CT | 0116 |530.40 | 0.022
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Tablo Ek.2 (devami1):  Tiim ¢alisma grubunda akéz humor 6rnekleri de bulunan 12
PEG hastasi, 17 PES hastas1 ve 22 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun
demografik bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total
protein konsantrasyonlari ile total protein i¢gindeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin;
P: Pozitif; N: Negatif.

Elo| k| & 5|5 &8

_ C|zx|oc|oc|E8| 88| &%
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2 B & S| B &| 3| 8| 22| 25
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o C|lol =87 c|lec|s| | EE|EE| ES

2 2|z S5 |5 |8| 55|25 23

= 212 3|2 |52 3238

|l 0| 0| 0O 2| <52 25

407 | PEG 63| K| N N N N N | CC|AG | CC | CC | 0.628 | 435.00 | 0.144
418 | PEG 80| K| N P P N N | CC|AG | CC | CC | 0.281 | 350.00 | 0.080
443 PES 67 | E N N P N N | CC|AA | CC | CC /| 0009 | 90.58 | 0.010
457| PES |70 | E | N | N[ P | N|N|CT|AA|CT|CT | 0112 | 7842 | 0.142
465| PES |63 | K| P | N|[P | N|N|TT|AA| TT | TT | 1.287 | 72650 | 0.177
545 | Kontrol | 94 | E | P | N[ P | N | N |CC|AA|CC|CC | 0495 |164.90 | 0.300
580| PES |63 | K| P | P |N|N|N|CT|AA|CT|CT | 0006 |171.50 | 0.003
582| PES |58 | K| N|N|[N|N|N|CT|AA|CT|CT| 0163 |141.30 | 0.115
583 PES 68 | E N N N N N | CC|AA | CC | CC| 0651 |370.10 | 0.176
584 | PES 69 | E P N P N N | CT|AA | CT | CT | 0.198 | 603.80 | 0.033
586 PES 80 | K| N N P N N | CC|AG | CC | CC | 0.138 | 109.20 | 0.126
601 | Kontrol | 59 | K | N N N N N | CT|AA | CT | CT | 0.105 | 186.70 | 0.056
613| PES |78 | K | N | P | N | P | N [CC|AG|CC | CC | 0605 | 28220 | 0.214
623 | Kontrol | 68 | E N N P N N | CC |GG | CC|CC/| 0157 |178.90 | 0.088
626 | Kontrol | 81 | K | N | N | N | N | N [ TT [AA | TT | TT | 1.067 | 405.40 | 0.263
631| PES |8 | K| N | P | N|P|N|TT|AA| TT | TT | 0290 | 140.33 | 0.207
633| PEG |83 | K| N | N|N|N|N|CT|AA|CT|CT| 0610 | 17580 | 0.347
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Tablo Ek.3:

clusterin

Tiim calisma grubunda gozyas1 6rnekleri de bulunan 80 PEG hastasi,
81 PES hastas1 ve 80 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik bilgileri,
genotipleri,
konsantrasyonlar ile total protein i¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.

genetik  polimorfizmleri

clusterin

ve

total

protein

Elo| k| E ) - é

= S| § E g g .s% $E| &g

& 55| 2|2|°2|g¢| &=

Ol O| O| O = g 5

Qo

12 PES 77 | E N N P N N | CT|AG | CT | CT | 1957 | 14.27 | 0.137
20 PES 82 | K ? N N N N |CC|AA|CC|CC| 1281 | 16.82 | 0.076
41 PEG 83 | E P N P P N | CT | AG | CT | CT | 50.22 | 43.46 | 0.116
42 PEG 83 | E N N N B N | CT |AA | CT | CT | 1793 | 25.66 | 0.070
43 | Kontrol | 65 | E N N N N N | CT|AA | CT | CT | 2007 | 18.17 | 0.110
49 PEG 79 | E P P P N N | CT|AA|CT | CT | 1822 | 16.00 | 0.114
60 PEG 77 E| N|N|N|N|NJCC|GG|CC|CC]| 1830 | 11.73 | 0.156
86 PEG 8l | E P P N P N [CT | AA | CT | CT | 11.29 9.85 0.115
100 | PES 71| K | N N N N N | CC | GG | CC | CC 9.03 8.81 0.103
101 | PEG 73 | E N N N P N | CT | AG| CT | CT | 33.20 | 4296 | 0.077
105| PEG 73| K | N N P N N |TT | AA| TT | TT 9.20 8.87 0.104
120 | PEG 8 | K| N N R N N |CC|AA|CC|CC| 1123 | 1641 | 0.068
148 | PEG 73 | E N P P N N |CC|AA | CC | CC 7.47 8.60 0.087
158 | PEG 73 | K P N P N N | CC | AG| CC | CC | 1244 | 1465 | 0.085
159 | Kontrol | 66 | K | N N N N N |CT|AA | CT | CT 9.95 8.79 0.113
165| PEG 89 | K| N N N N N |CC | AG| CC | CC | 1265 | 1560 | 0.081
166 | Kontrol | 71 | K | N N P N N | CT|AG | CT | CT 7.51 11.63 | 0.065
167 | PEG 71 | E N P P N N | CT|AA | CT | CT 5.17 8.62 0.060
171 | PEG 74 | E N N P P N | CT|AA | CT | CT | 1076 | 1421 | 0.076
192 | Kontrol | 66 | K P N P N N [ CT | AA| CT | CT | 10.92 11.30 | 0.097
199 PES 63 | E N N N N N | TT | AA| TT | TT 8.11 10.58 | 0.077
200 | PEG 87 | K P N N N N | CC |GG | CC | CC | 1425 | 3395 | 0.042
201 | PEG 84 | K N P P N N | TT | AA| TT | TT 8.77 19.80 | 0.044
203 | PES 88 | E P N P N N | CT |AA | CT | CT | 18.01 | 20.02 | 0.090
204 | PEG 85 | E N N P P N |CC|AA | CC|CC| 16.08 | 1790 | 0.090
205 | PEG 65 | K N N P N N [ TT | AA| TT | TT | 12.92 14.38 | 0.090
206 | PEG 70| K| N N P N N | CC | AG | CC | CC 1.25 10.63 | 0.012
207 | PEG 67 | K | N N P N N | CT | AA|CT | CT | 3400 | 26.47 | 0.128
208 | PEG 84 | K| N P P N N | TT | AA| TT | TT | 1433 | 34.42 | 0.042
209 | PEG 87 | E N P P N N | CT | AA| CT | CT | 3427 | 46.31 | 0.074
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Tablo Ek.3 (devami):  Tiim ¢alisma grubunda gozyasi 6rnekleri de bulunan 80 PEG
hastasi, 81 PES hastasi ve 80 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik
bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total protein
konsantrasyonlari ile total protein i¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.
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Gozyasi total protein icindeki

210| PEG | 71
211 | PEG | 81
212 | PES 75
213 | PEG | 55
214 | PEG | 69
216 | PEG | 77
219 | PES 81
220 | PEG | 70
228 | PES 78
231| PES | 86
232| PEG | 75
234 | Kontrol | 52
235 | Kontrol | 78
236 | Kontrol | 71
237 | Kontrol | 79
239 | Kontrol | 74
240 | Kontrol | 73
242 | Kontrol | 64
243 | PEG | 70
245| PES | 84
246 | Kontrol | 76
247 | Kontrol | 83
252 | PEG | 64
253 | PEG | 95
254 PES 81
255 | Kontrol | 54
256 | PES 63
257 | Kontrol | 82
258 | PEG | 61
259 | Kontrol | 78
260 | Kontrol | 72

TT |AA | TT | TT | 871 16.17 | 0.054
CC |AG | CC | CC | 252 18.30 | 0.014
CT |AG | CT | CT | 938 10.61 | 0.088
CT |AA| CT | CT | 3.39 10.70 | 0.032
CT |AA|CT | CT | 726 21.12 | 0.034
CC | AG | CC | CC | 3962 | 2422 | 0.164
CC|AA | CC | CC| 533 8.08 0.066
CT | AG | CT | CT | 16.21 | 30.67 | 0.053
CC |AG | CC | CC | 1419 | 1566 | 0.091
TT | AA | TT | TT | 20.21 | 17.45 | 0.116
CT | AG | CT | CT | 477 18.31 | 0.026
TT | AA | TT | TT | 18.66 | 16.57 | 0.113
CT | AA | CT | CT | 2095 | 25.20 | 0.083
CC|AA | CC | CC | 1096 | 16.51 | 0.066
CC|AA | CC | CC | 877 15.21 | 0.058
15.32 | 15.65 | 0.098
CT | AA|CT | CT | 1203 | 1585 | 0.076
CT | AA| CT | CT | 6.16 14.43 | 0.043
TT | AA| TT | TT | 571 16.96 | 0.034
TT | AA | TT | TT | 7.29 9.81 0.074
TT | AA| TT | TT | 12,68 | 18.01 | 0.070
CT | AG | CT | CT | 1425 | 25.04 | 0.057
CT |AA|CT | TT | 191 18.06 | 0.011
CC | AG | CC | CC | 3.40 17.69 | 0.019
CT |AG | CT | CT | 394 9.55 0.041
CC|AA | CC|CC | 7.74 7.73 0.100
CT |AA | CT | CT | 959 12.98 | 0.074
TT | AA | TT | TT | 1053 | 11.39 | 0.092
CC |AG | CC|CC | 19.19 | 23.01 | 0.083
CT | AA | CT | CT | 371 19.37 | 0.019
CC |AG | CC | CC | 5.09 24.48 | 0.021

m X mmmmmimmXxX X A mmXX XX X A mmZ>XxXAXAXmmZAXxXmAX X
Z2 2 2 U v Z2Z2 U9©vVZzZZZZ2Z2 22 U UvZZ UV U UV Z UZ UWVZZ UV Z T
2 2 v Z Z Z v ZZ2Z2Z YW vZ22Z22Z UV UZ UV UV U ZZ W Z UV Z2Z0UVZ2ZZ22
v Z2 2 U Z Z U U Z U U U U U U U Z U Z U Z U U Z U U U Z U Z T
U U U Z2 Z2 Z2 U Z2 2 2 222 222222222 Z2Z2Z2Z2Z22 22222
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Tablo Ek.3 (devami):  Tiim ¢alisma grubunda gozyasi 6rnekleri de bulunan 80 PEG
hastasi, 81 PES hastasi ve 80 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik
bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total protein
konsantrasyonlari ile total protein i¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.

No
PEG/PES/Kontrol
Yas
Cinsiyet
Diyabet
Kalp hastahig
Hipertansiyon
Sigara
Inme
Gozyasi clusterin
konsantrasyonu (ng/mL)
Gozyasi total protein
clusterin orani (%)

Clusterin rs11136000 C/T
konsantrasyonu (mg/mL)

Clusterin rs3087554 A/G
Clusterin rs1532278 C/T
Clusterin rs2279590 C/T

Gozyas total protein icindeki

262 | Kontrol | 53
263 | Kontrol | 71
264 | Kontrol | 76
265| PEG | 65
266 | PES 72
268 | Kontrol | 84
269 | PEG | 75
270 | Kontrol | 85
271| PEG | 78
273 | Kontrol | 56
274 | Kontrol | 83
276 | Kontrol | 83
277| PEG | 79
278 | PEG | 84
279 | PES 72
280 | PEG | 82
281| PEG | 74
292 | PEG | 93
295 | Kontrol | 78
296 | PEG | 84
313 | PES 76
318| PEG | 64
326 PEG | 70
330 | PES 72
331| PES 73
335| PES 75
340 | Kontrol | 62
345 | PES 68
352 | Kontrol | 74
360 | PES 66
364 | Kontrol | 70

CC|AA | CC | CC | 480 17.56 | 0.027
CT |AA | CT | CT | 3.02 21.28 | 0.014
TT | AA| TT | TT | 4129 | 55.01 | 0.075
CT | AG | CT | CT | 414 27.23 | 0.015
CT |AA | CT | CT | 814 15.62 | 0.052
CC|AA | CC | CC | 0.77 9.34 | 0.008
CT |AA | CT | CT | 312 26.06 | 0.012
CC | AA| CC | CC | 1013 | 24.07 | 0.042
TT | AA| TT | TT | 7.94 25.34 | 0.031
CC|AA | CC|CC | 718 29.54 | 0.024
CC|AG|CC|CC | 114 10.77 | 0.011
CC|AG | CC|CT | 159 9.96 0.016
CC|AA | CC|CC | 072 12.47 | 0.006
CC |GG | CC|CC | 362 17.79 | 0.020
CT |AA | CT | CT | 737 11.75 | 0.063
CT | AA| CT | CT | 214 1191 | 0.018
CT |AA | CT | CT | 273 15.62 | 0.017
CC|AA | CC | CC | 498 16.79 | 0.030
TT | AA| TT | TT | 2.83 2597 | 0.011
CC|AG | CC|CC | 089 14.77 | 0.006
CT |AG | CT | CT | 9.59 18.93 | 0.051
CT | AA| CT | CT | 262 2452 | 0.011
CT |AA | CT | CT | 899 39.69 | 0.023
CC |GG | CC | CC | 1129 | 19.97 | 0.057
CC|AA | CC | CC | 6.01 11.20 | 0.054
CC | AG | CC | CC | 555 33.19 | 0.017
CT |AA | CT | TT | 1252 | 4536 | 0.028
CC|AA | CC | CT | 426 19.15 | 0.022
CT |AA | CT | CT | 253 20.05 | 0.013
CC|AG | CC | CC | 988 2419 | 0.041
TT | AA| TT | TT | 2222 | 17.44 | 0.127

A mMm X mMmX XX X mmAXxXmXA-XmMmXxXmmmmZ>XZAXAXA XAXmAXXmmZX X
zZ2 2222222 49V ZZzZ22Z2Z2Z2Z ©v UVvZZ UV wUwuzZ2zZ2Z22Z22Z22 WV wUuwz2
T U U U U U Z2 U Z2 Z U U Z2Z ZZ2Z22Z U Z U U U Z2ZZ2ZZ U0OUZ2ZZ22Z2 22
Z U Z2 Z Z2 ©W v Z2 2Z ©WZ2 ZZ B Z UV UV U Z UV Z W Z U U U U Z Z UV 2
Z2 2 Z2 2 2 Z2Z Z2Z 2 2 Z2Z 2 2 2 Z2Z 2 2 2 2 22 2 2 222222 2 22
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Tablo Ek.3 (devami):  Tiim ¢alisma grubunda gozyasi 6rnekleri de bulunan 80 PEG
hastasi, 81 PES hastas1 ve 80 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik
bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total protein
konsantrasyonlari ile total protein i¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.
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Gozyasi total protein icindeki

371 | PEG 7
376 | PES | 70
392| PES | 63
404 | PES | 68
407 | PEG | 63
414 | PEG 66
417 | PES 68
418 | PEG 80
421 | PES 70
424 | PEG 76
425| PES | 66
428 | PES 56
431| PES 70
432 | PES 73
434 | PES | 69
435 | PES 68
436 | PES 71
437 | PES 69
438 | PES 70
441 | PEG 63
442 | PEG 69
443 | PES 67
444 PES 76
446 | PES 7
449 | Kontrol | 80
450 | PES 79
453 | PES 78
455 | PEG 69
457 | PES 70
458 | PES 69
463 | PES | 56

CC |AG | CC | CC | 16.11 | 20.85 | 0.077
CT | AA| CT | CT | 4.67 18.05 | 0.026
TT | AA| TT | TT | 1250 | 14.49 | 0.086
CC | AG | CC | CC | 1404 | 1943 | 0.072
CC | AG| CC | CC | 1867 | 16.01 | 0.117
CT | AA| CT | CT | 30.36 | 25.88 | 0.117
CC |AA | CC | CT | 1177 | 21.25 | 0.055
CC | AG | CC | CC | 1.02 14.69 | 0.007
TT | AA| TT | TT | 5.59 16.11 | 0.035
CT | AA| CT | CT | 13.68 | 16.06 | 0.085
CT | AA | CT | CT | 1632 | 5841 | 0.028
CC |GG | CC|CC | 864 14.77 | 0.058
CT |AA | CT | CT | 914 14.68 | 0.062
CC|AA | CC | CT | 380 10.06 | 0.038
CT |AA | CT | CT | 380 9.67 0.039
AA | CC | CC | 2438 | 24.09 | 0.101
CC |GG | CC | CC | 1558 | 16.08 | 0.097
CC |GG | CC | CC | 1409 | 16.63 | 0.085
CC|AA | CC | CC | 6.67 10.46 | 0.064
TT | AA | TT | TT | 22.10 | 30.06 | 0.074
TT | AA| TT | TT | 16.30 | 29.42 | 0.055
CC|AA | CC | CC | 1033 | 12.82 | 0.081
CT |AA | CT | CT | 6.19 8.33 0.074
CT | AA| CT | CT | 6.05 12.17 | 0.050
TT | AA| TT | TT | 21.14 | 19.73 | 0.107
TT | AA| CT | CT | 4.63 10.45 | 0.044
CC |AA | CC | CC | 2252 | 3233 | 0.070
CT | AA| CT | CT | 454 10.15 | 0.045
CT | AA|CT | CT | 1418 | 17.44 | 0.081
CT | AG | CT | CT | 7.27 11.31 | 0.064
TT | AA| TT | TT | 13.78 | 36.67 | 0.038

A Mmm X A mMmmMmMm X MmmMmMmmMmMmmMmmmmmmAXxXmimimAXxAXAXANAXAXMmMmX X X X m
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Tablo Ek.3 (devami):  Tiim ¢alisma grubunda gozyasi 6rnekleri de bulunan 80 PEG
hastasi, 81 PES hastasi ve 80 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik
bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total protein
konsantrasyonlari ile total protein i¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.

No
PEG/PES/Kontrol
Yas
Cinsiyet
Diyabet
Kalp hastahg
Hipertansiyon
Sigara
inme
Clusterin rs11136000 C/T
Clusterin rs3087554 A/G
Clusterin rs1532278 C/T
Clusterin rs2279590 C/T
Gozyasi clusterin
konsantrasyonu (ng/mL)
Gozyas total protein
konsantrasyonu (mg/mL)
clusterin orani (%)

Gozyasi total protein icindeki

464 | PES 76
465 | PES 63
469 | PES 70
470 | PES 65
474 | PES 69
477 | Kontrol | 79
478 | PES 70
479 | PEG | 69
484 | PES 70
489 | PES 72
559 | PES 69
561 | PEG | 89
564 | PEG | 73
565 | PES 68
566 | PES 70
567 | PES 60
568 | PES 61
569 | PES | 80
570 | PES 58
571 | PES 69
572 | PEG 71
573 | PES 60
574 PES 69
575 | PES 66
576 | PES 56
577 | Kontrol | 59
578 | PEG | 63
581 | Kontrol | 68
582 | PES 58
583 | PES 68
584 | PES 69

TT | AA| TT | TT | 1441 | 2556 | 0.056
TT | AA| TT | TT | 16.16 | 41.64 | 0.039
CT |AA | CT | CT | 1833 | 26.01 | 0.070
TT | AA| TT | TT | 5.82 14.25 | 0.041
TT | AA| TT | TT | 5.99 10.30 | 0.058
CT |AA | CT | CT | 7.52 22.71 | 0.033
TT | AA| TT | TT | 9.36 14.60 | 0.064
CT | AA| CT | CT | 536 29.63 | 0.018
TT | AA| TT | TT | 1421 | 25.16 | 0.056
TT | AA| TT | TT | 548 9.02 0.061
TT | AA| TT | TT | 3.62 12.36 | 0.029
CC|AA | CC | CC | 510 8.34 | 0.061
CC|AA | CC|CC | 122 9.29 0.013
CC|AA | CC|CC | 088 8.23 0.011
TT | AA | TT | TT | 2.13 24.55 | 0.009
2.99 14.64 | 0.020
TT |AA | TT | TT | 111 9.56 0.012
CC|AA|CC|CC| 191 12.98 | 0.015
TT | AA | TT | TT | 242 11.65 | 0.021
CC|AG | CC|CC | 082 13.51 | 0.006
CT|AA | CT | CT | 315 12.55 | 0.025
CT | AA| CT | CT | 291 18.15 | 0.016
CT |AG | CT | CT | 143 9.93 0.014
CT | AG | CT | CT | 7.05 16.69 | 0.042
CC|AG | CC | CC | 065 9.77 0.007
CC|AG | CC | CC | 042 8.52 0.005
CT |AA | CT | CT | 048 21.28 | 0.002
TT | AA| TT | TT | 1.37 13.41 | 0.010
CT |AA | CT | CT | 363 28.66 | 0.013
CC|AA | CC|CC| 264 26.32 | 0.010
CT |AA | CT | CT | 1.07 12.63 | 0.008
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Tablo Ek.3 (devami):  Tiim ¢alisma grubunda gozyasi 6rnekleri de bulunan 80 PEG
hastasi, 81 PES hastasi ve 80 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik
bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total protein
konsantrasyonlari ile total protein i¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.
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Gozyasi total protein icindeki

586 | PES 80
587 | PES 70
588 | PES 63
589 | PES 65
590 | PES 68
591 | PES 68
592 | PES 60
595| PEG | 66
596 | Kontrol | 65
597 | Kontrol | 75
600 | Kontrol | 60
603 | PEG | 58
606 | PEG | 59
607 | Kontrol | 66
609 | PES 63
610 | PES 63
612 | PES 62
613 | PES 78
615 | PES 75
618 | PES 70
619 | PES 61
622 | Kontrol | 76
623 | Kontrol | 68
624 | PEG | 72
627 PES 75
628 | Kontrol | 75
629 | PEG | 63
630 | PEG | 77
632| PEG | 73
633 | PEG | 83
634| PEG | 84

CC|AG|CC|CC| 29 10.18 | 0.029
TT | AA| TT | TT | 161 10.88 | 0.015
CC|AA | CC|CC | 140 7.72 0.018
CC |AA| CC | CC | 046 9.45 0.005
CC|AG | CC|CC | 079 8.18 0.010
TT | AA| TT | TT | 0.94 7.14 | 0.013
TT |AA | TT | TT | 251 14.05 | 0.018
CT | AA| CT | CT | 261 13.45 | 0.019
TT | AA | TT | TT | 0.21 8.04 | 0.003
TT | AA | TT | TT | 3.30 14.53 | 0.023
CT |AA | CT | CT | 6.10 13.24 | 0.046
CC|AG | CC | CC | 182 16.75 | 0.011
CC|AA | CC|CC| 053 10.90 | 0.005
CT | AA| CT | CT | 11.84 | 55.71 | 0.021
CC|AA | CC|CC | 034 6.44 | 0.005
13.36 | 12.19 | 0.110
CC|AA | CC|CC | 6.78 14.64 | 0.046
CC|AG | CC|CC | 119 9.66 0.012
CT |AA | CT | CT | 328 7.63 0.043
CT | AA| CT | CT | 361 7.58 0.048
CC|AG|CC|CC | 755 10.49 | 0.072
TT | AA | TT | TT | 0.63 6.36 0.010
CC|GG|CC|cCcC | o070 10.70 | 0.007
CT | AG | CT | CT | 057 18.77 | 0.003
CT |AG | CT | CT | 359 16.75 | 0.021
TT | AA | TT | TT | 3.22 13.45 | 0.024
CT | AG | CT | CT | 452 16.80 | 0.027
CT | AG | CT | CT | 234 10.49 | 0.022
CT |AA | CT | CT | 327 11.52 | 0.028
CT | AA| CT | CT | 1894 | 21.28 | 0.089
CT |AA|CT | CT | 281 9.27 0.030
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Tablo Ek.3 (devami):  Tiim ¢alisma grubunda gozyasi 6rnekleri de bulunan 80 PEG
hastasi, 81 PES hastas1 ve 80 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik
bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total protein
konsantrasyonlari ile total protein i¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.
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635 | Kontrol | 68 CT |AA | CT | CT 8.10 11.38 | 0.071

636 | Kontrol | 66
637 | Kontrol | 55
638 | PEG | 58
639| PEG | 76
641 | Kontrol | 66
642 | Kontrol | 61
643 | Kontrol | 55
646 | Kontrol | 61
647 | PEG | 81
648 | Kontrol | 63
650 | Kontrol | 73
651 | PEG | 66
652 | Kontrol | 70
653 | Kontrol | 68
654 | PEG | 81
655 | Kontrol | 78
656 | Kontrol | 65
657 | Kontrol | 61
658 | Kontrol | 71
659 | Kontrol | 73
660 | Kontrol | 51
661 | Kontrol | 56
662 | Kontrol | 65
663 | Kontrol | 66
664 | Kontrol | 59
665 | Kontrol | 54
666 | Kontrol | 71
667 | Kontrol | 61
668 | Kontrol | 63
669 | Kontrol | 74

TT | TT | 6.18 9.36 0.066
TT | TT | 7.85 15.88 | 0.049
CC | CC | 1053 | 19.69 | 0.053
7.63 9.57 0.080
CT | CT | 25.77 | 21.02 | 0.123
CT | CT | 730 10.43 | 0.070
CT |AA | CT | CT | 6.52 11.14 | 0.059
TT | AA| TT | CT | 7.67 27.31 | 0.028
CC |AG | CC | CC | 450 14.27 | 0.032
CT | AA| CT | CT | 331 10.39 | 0.032
TT | AA| TT | TT | 1290 | 22.70 | 0.057
CC|AA | CC | CC | 8.07 13.54 | 0.060
TT | AA| TT | TT | 1.62 11.85 | 0.014
CT |AA | CT | CT | 133 6.80 0,019
AA | CT | CT | 755 15.48 | 0.049
TT | AA| TT | CT | 3.82 7.94 0.048
CC |GG | CC | CC | 565 6.17 0.092
CC|AA | CC|CC| 475 6.97 0.068
TT | AA| TT | TT | 10.72 | 13.46 | 0.080
CC | AG| CC | CC | 1347 | 1317 | 0.102
TT | AA| TT | TT | 5.94 591 0.101
CT | AA| CT | CT | 6.23 9.76 0.064
CC|AA | CC | CC | 410 33.87 | 0.012
CT |AA | CT | CT | 713 29.06 | 0.025
TT | AA| TT | TT | 4.97 8.96 0.056
CC | AA | CC | CC | 1017 | 1497 | 0.068
CC|AG | CC | CC | 584 7.97 0.073
CC|AG | CC | CC | 566 7.85 0.072
TT | AA| TT | TT | 3.97 9.52 0.042
CC|AA | CC|CC | 483 491 0.098

23238323
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Tablo Ek.3 (devami):  Tiim ¢alisma grubunda gozyasi 6rnekleri de bulunan 80 PEG
hastasi, 81 PES hastasi ve 80 kontrol bireyinden olusan popiilasyonun demografik
bilgileri, clusterin genetik polimorfizmleri genotipleri, clusterin ve total protein
konsantrasyonlar ile total protein ig¢indeki clusterin orani. E: Erkek; K: Kadin; P:
Pozitif; N: Negatif.
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Gozyasi total protein icindeki

670 | Kontrol | 63
671 | Kontrol | 68
672 | Kontrol | 58
673 | Kontrol | 68
675| PEG | 66
677 | Kontrol | 71
678 | PEG | 78
679 | PEG | 70
680 | Kontrol | 66
681 | Kontrol | 77
682 | Kontrol | 73
683 | Kontrol | 63
684 | Kontrol | 67
685 | PEG | 65
686 | Kontrol | 69
687 | PEG | 57
688 | PEG | 71
689 | PEG | 76
690 | Kontrol | 63
691 | Kontrol | 67
692 | PEG | 61
693 | PEG | 63
694| PEG | 68
695 | Kontrol | 78
696 | PES 68

CT |AA | CT | CT | 804 23.19 | 0.035
CC |AA| CC | CC | 255 13.66 | 0.019
CC |AG | CC | CC | 559 8.46 0.066
CC |AA| CC | CC | 527 11.64 | 0.045
TT | AA | TT | TT | 574 11.89 | 0.048
CT | AG | CT | CT | 1397 | 11.23 | 0.124
CT |AA | CT | CT | 430 15.95 | 0.027
CC|AA | CC | CC | 878 15.72 | 0.056
TT | AA| TT | TT | 8.33 11.23 | 0.074
CC|AA | CC | CC| 686 | 4043 | 0.017
CC|AA | CC|CC | 513 18.45 | 0.028
TT | AA | TT | TT | 3.09 8.96 0.035
CT |AG | CT | CT | 829 10.35 | 0.080
AA | CC | CC | 1.72 8.37 0.021
TT | AA | TT | TT | 0.64 10.82 | 0.006
CT | AG | CT | CT | 18.67 | 41.79 | 0.045
CC|AA | CC|CC | 686 20.93 | 0.033
CC|AA | CC | CC | 4.04 15.65 | 0.026
CT |AG | CT | CT | 523 35.86 | 0.015
TT | AA | TT | TT | 2.69 12.26 | 0.022
CT |AA|CT | CT | 223 16.87 | 0.013
CT | AG | CT | CT | 875 13.22 | 0.066
TT | AA| TT | TT | 5.64 14.26 | 0.040
TT | AA | TT | TT | 3.42 9.47 0.036
TT | AA| TT | TT | 10.34 | 10.69 | 0.097
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