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SIMGE VE KISALTMALAR

AFP: a-Fetoprotein

AFM: a-Albumin/aAamin

ALB: Albumin

APOA-1:Apolipoprotein A - 1
APOA-4:Apolipoprotein A -4

BOS: Beyin Omuilik Sivisi
cDNA:sirkuler Deoksi Ribonukleik Asit
CRP: C-Reaktif Protein

DTT: Dithiothreitol

ESI-MS: Elektrosprayyonizasyon Mass Spektrometri
GIB: Gozigi Basinci

HDL: Yuksek Dansiteli Lipoprotein
HNK-1: Human Natural killer-1

HLA: Insan Lokosit Antijeni

HPLC: Yuksek Performans Likit Kromatografisi
2D:iki Boyutlu

IPG: Immobilized pH Gradient

IGF-1: Insulin-Like Growth Faktor-1
IL-6: Interl6kin-6

LCAT: Lesitin Kolesterol Agil Transferaz
LOXL-1: Lisil Oksidaz Like-1

LTBP-1: Latent Transforme Edici Buyume Faktori gBaici Protein-1
MALDI-ToF: Matrix-Assisted Laser Desorption lonizan Time of Flight

MMP: Matriks Metalloproteinazi

MAGP-1: Mikrofibril Baglantili Glikoprotein
Mrna: Messenger Ribonukleik Asit
MS:Multiple Skleroz

MW:Molekuler Buyuklik

ND-PAGE: Non Denatire Edici Page
PAAG: Primer Acik acili Glokom



PES: Psddoeksfoliasyon Sendromu

PESG: Psddoeksfoliasyon Glokomu

PEM: Psodoeksfoliasyon Materyali
PSDMALDIMS:Post Source Decay

RRMS: Tekrarlayan-Duzelen Multiple Skleroz
SDS- PAGE: Denatlre Edici Page

SELDI-TOF: Surface Enhanced Laser Desorpsiyon kasyon
TGF{1: Transforme Edici Buyume Faktori Beta-1
TGase-2: Transglutaminaz- 2

TIMPs: metalloproteinazlarin doku inhibitorleri

TTR: Transtretin

UV:Ultra Viyole

VDBP:Vitamin D Bglayici Protein

VDR: Vitamin D Reseptoriu



TABLOLAR VE SEKILLER DiziNi

Sekil-1 Klinik olarak 6n lens kapsulinde eksfoliatiateryalin karakteristik gérinumu
Sekil-2 Deneysel akisemasi
Sekil-3 Protein standarigesi

Sekil -4: ki boyutlu jeller tizerinde elde edilen protein plerd ve tanimlanan bazi
proteinlere ait spotlar verilrgtir.
Sekil- 5 PES ve kontrol jellerine ait tanimlanan g@on 3D kaglilastiriimasi

Tablo-1: Demografik veriler
Tablo-2 PES olan hastalarda kontrol grubu ilekagtirildiginda farkh olarak eksprese
olan proteinlerin listesi

Tablo-3 Yakalanan peptid sekanslari ve Mascot akorl



1.GIRIS VE AMAC

Pstdoeksfoliyasyon sendromu (PES); ileslaraa gorilen, gbzin 6n segmentinde
ekstraselller fibriler ya da granuler eksfolyatdéteryalin birikmesiyle ortaya ¢ikanklinikle
karakterizedif” Son yillarda artan youn calgmalara rgmen, PES'’in etyoloji ve
patogenezi henliz kesin olarak ortaya konang@antiistopatolojik ve elektron mikroskobu
bulgulari, sendromun sistemik karakterli giddau kanitlamaktadir. Psddoeksfoliyasyon
materyali(PEM); g6z dinda deri, ak@er, kalp, karag@er, bobrek ve meninkslerde de
gosterilmitir. Y PES ¢gunlukla yalilarin hastaggidir, ortalama 60-70 gaaralginda sik
gorilir ve ilerleyen yda sikligi artar? Irklara gére dailimi hayli farkhilik gésteren bu
hastalik, yaklsk %20 olguda glokom ve okuler hipertansiyona neclemaktadir®®

AkOz himdr 6n kamarada bulunan ekstraselliitesifaidir. Alinabilecek 6rneklerin
kisith miktarlar sofistike analiz teknikleri gedtrmektedir.

Kitle spektrometreye dayall birden fazla regksimonitorize eden deneyler ¢ok buyik
sayida ornekteki molekulleri tespit edebilmek igpsiyonlar sglamaktadir. Ktle
spektrometre tekgi, proteomiks ya da metabolik biyobelirtegskeacin altin standart
yaklasimdir.Daha sonrasinda protein profilleriningdalugu kanitlanabilir.

Oftalmolojidesu ana kadar belirtegler genellikle tatmin ediggitter ve klinik pratikte
kisith kullanima sahiptir.

Kolay bulunabilen érneklerden elde edilen mélek biyobelirtecler potansiyel klinik
basvuru icin en uygun olanlardir. Ancak kanser biyatetlerinde yapilan ¢caimalarin
gosterdgi gibi; hastalikh bolgeden lokal 6rnek alinirsekgék klinik degeri olan
biyobelirtecleri kefetme sansi o kadar daha fazla olmaktadir.

Bu calgmanin amaci PES olan ve olmayan go6zlerde ak6z rdevgiotein icegini
aragtirmak, MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorptidonization Time of Flight)
metodu kullanilarak proteinlerin veggir biyomolekullerin karakterizasyonu ve
tanimi, kantitatifdgerlendirilmesini sglamaktir.



2.GENEL BILGILER

Tanim

Pstdoeksfoliasyon sendromu (PES), tanisi kbrakak konan, lens 6n kapsuli veya
pupil kenarinda gri beyaz fibrograntiler psédoekagylon materyali adi verilen maddenin

on segment muayenesinde gériilmesi ile karekteizeabolojidir &

Pstdoeksfoliasyon materyali (PEM), lens 6n Képse iris dginda trabekdler yapl,
zonuler bolge, siliyer cisim prosesleri, vitreusyirzeyi, konjonktiva, kornea, ak6z himar,
arka siliyer arter,vorteks venleri, santral retiagkr, optik sinir kiliflari, orbita liadoku

septalari ve kapak derisinde de saptatinft*V
Tarihce

Fin’li oftalmolog Lindberg 1917 yilinda glokomhastalarin %50’inde pupil kenarinda
gri bir materyal bulundgunu ortaya koymgve “grayish flake®larak bunu ilk tanimlayan
olmustur.®1?-1923'te Vogt bu materyalin lens kapstiliinden kaymadini éne siirerek
“glokoma capsiilare”, “senile eksfoliasyoterimlerini kullandi®*®Tarkkanen siliyer
proseslerde, Ringuold konjonktiva dokusunda psosfoditif materyal variini,
Sampaolesi ise kan-akdz bariyerindekgigilikleri ve melanin dispersiyonunu gostefdi.
1992 yilinda SchiétzerSchrehardt ve Gtilk olarak sistemik tutulumu géstermesini
takiben cok kisa siirede Streeten ve@rkistemik tutulumla ilgili cakmalarini

yayinladilar.
Terminoloji

Cam ufleyicilerinin “gercek lens eksfoliasyon hagiginda lens kapsulinin sicaklik
etkisiyle gercek bir eksfoliasyonu (dokilmesi) maviken, PES’de ekstraselller matriks
materyalinin birikimi s6z konusud*Bu gériiniim tretimde artma, materyal
rezorpsiyonunda azalma veya her ikisinden kaynakigin Dvorak-Theobald’in 6nergh
‘psodoeksfoliasyon’ terimi cam ufleyicilerinin “ggrk lens eksfoliasyon hastalndan



ayrimi agisindan daha mantikh§it> Ancak hala “eksfoliasyon” terimini kullanan

argtirmacilar da vardir.
Epidemiyoloji

Yapilan epidemiyolojik cagmalar PES’in tim diinyada yaygin ofgunu ancak
sikliginin degisik etnik gruplarda ve irklarda farkliliklar gostegohi ortaya koymutur.
PES beyaz irkta cok daha yiiksek oranlarda bildéktiedir;izlanda’da prevelansi %28,
Kuzey Amerika ve Bati Avrupa’da %1.6-6.3 arasindaifiimi stir.*>'®vayinlarda en
yiiksek insidangskandinav populasyonunda izlenirken, Grénland Eskamnda
prevelans %0 olarak bildirilngiir. * "Asya ve Afrika populasyonlarinda PES prevelansi
daha dguk olarak bildirilmektedir: Hong Kong Cinlileri'nd&0.416, Singapur
Cinlileri'nde 60 ya Ustlinde %0.717, Japonlarda 5@ gatiinde %3.418, Hindistan’da
%3.01-6.28 arasindadir:***®1Tiirkiye genelinde yapilmbir prevalans cajmasi
mevcut olmamakla birlikte, Yalaz ve arkalzau Cukurova Yoresi'nde yaptiklari
calismada 60 yalizerinde PES sikgini %11.2 olarak saptagtir.?“Komsumuz
Yunanistan'in Girit Adasi’nda yapilan epidemiyolopir calsmada PES prevelansi %16.1
olarak saptanmiolup bu Yunanistan'in ana adalarinda yapilarsgallarin sonuclarindan
daha dguktur ®Y PES sikiginin yg eslestirmeli cografik ve etnik populasyonlarda bile
farklhlik gostermesinin altindaki neden tam olabdinmemekle birlikte genetik alt
yapidaki farkliliktan kaynaklangh distinilmektedif®® Ayrica bu farklilikta cevresel
(gune 15121) ve nutrisyonel faktorler de sorumlu tutulmaktdéf? Cinsiyet dgilimi ile
ilgili pek ¢ok tartsma mevcuttur. Bazi ¢camalar da cins farki olmagh
bildirilirken,®®bazilarinda erkekleréé®¥ bazilarinda ise kadinlardayiiksek prevelans
bildirilmi stir. ®Prevelans yda birlikte artmaktadir ve en yilksekgiglere 70-80 ya
arasinda rastlanmaktadir. Reykjawk g@alsinda 70 yave Ustl Finlilerde prevelans %22;
80 ya ve Ustiizlandalilarda prevelans %40'a giaaktadit®®Framingham Eye
Calismasinda glokomu bulunmayaryikerde 52-64 ygarasinda PES insidansi %0,6 iken
75-85 ya arasinda bu oran %5'e ¢ikmaktadit.

Prognoz

Glokom gelgme riski PES olan kilerde olmayanlara gore 5 ila 10 kez daha yuksektir

ve bu risk zamanla kiimilatif olarak artmaktadirSRian hastalarin yakdk %25'inde
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GIB artii ve bunlarin da ugcte birinde glokom gatiektedir. Bu kilerde glokom progresif
seyredef’®?°)PESG olan hastalarda giin icindiBGalgalanmasi PAAG hastalarina
kiyasla daha fazladir.Bu hastalarda medikal tedastiyen¢ daha fazla ve tedavide

basarisizliklar daha sikt(F®

PESG, PAAG’e gore daha ciddi bir klinik seyrede kotl prognoza sahiptir.Ortalama
GIB genel populasyona gére PES olan normotansif laagéadaha fazladir ve PESG olan
hastalarda tansamasinda @B,PAAG olan hastalardan daha yiksektiBGlizeyi ne
olursa olsun, PES olan g6zlerde glokom hasarilgiagaha yuksektir. Tani anindaki optik
sinir hasari, gérme alani kaybi1 daha sik ve ciddigirrahi miidahaleye daha sik

gereksinim vardir.
Etiyoloji

Caarafi dagihmin yani sira; ailesel agregasyon, hastalarkmnnyarinda PES icin artmi
risk, iki kusak icinde iletim , tek yumurta ikizlerinde ytukseikum oranlari,
heterozigotluk kaybi ve HLA c¢aimalari PES igin genetik bir temelin oglinu
desteklemektedif3?)

Hastalginotozomal dominant kalitima sahip ofdudistiniliyor.Ama gec¢ dangicli
olmasi ve inkomplet penetrans gostermesi genetikzerde dnemli sorunlar
olusturmaktadir.

Bugline kadar g#li kromozomal bolgeler PES ile skilendirilmistir. izlanda vesveg
‘te yapilan iki ayri cabima ile LOXL-1geninin varyantlari ile PES ve PES@sandaki
ili skinin kesfi patolojiyi daha iyi anlamamizi geamistir.®*

LOXL-1, kromozom 15 Uzerinde yer alan, elastietabolizmasinda rol oynayan
proteinlerin bir Gyesidir. Calilan her populasyonda LOXL-1 geni ile ilgili en laiz
varyantin olmasi PES ile gkili varyantlarin eksfoliasyon patolojisinde gradan bir rol
oynadgini distindurmektedir. Gunimuze kadar Gizerindesgah her poptulasyonda bu
kodlama varyantlarinin bir veya daha fazlasi igipar edilmgtir.

CDKN2BAS varyantlarinin ve kromozom 8’deki btergenik bdlgeninhastalarda
glokom gelime riski ile iliskili oldugu bildirilmistir. *¥Bu iki varyant da PAAG ile
ili skilidir. Ancak LOXL-1geni ile PAAG arasinda ki bulunmamaktadir.Birgok genin

eksfoliasyonun fenotipine katkida bulugdudistinilmektedir.Beslenme faktorleri,
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otoimmuinite, enfeksiytz ajanlar ve travma gibi génelmayan faktorlerin de ayni
zamanda patogenezde rol oyrgadadia edilmitir.

PES;40 yaaltl hastalarda bis edilen ksilerde,6zellikle irise olan,genellikle
anterior segment travma 0ykusu,gecirdmgoz ici cerrahi veya w vericilerden greft ile
kornea nakli 6ykusu vardir. Bu olaylarin yatkgnlolan bireyde PES’in erken gghni icin
tetikleyici etkide olabilecg distntlmektedir®®

Patogenez

PES'in spesifik patolojisi ve eksfoliyatif materyakesin bilgimi hala
bilinmemektedir.Anormal ve patognomik fibriler mis Grinlerinin kronik birikimi ile
tipik 1s1k mikroskobik ve ultrastruktirel bir gérinimu vartlem giri de novo sentez
hem de yetersiz turnover buna neden olur. PEMtrasirikttrel gorinumda, fibrograniler
matriks ve bazen spiral benzeri sard®10 nm ¢apindaki mikrofibrillerin bir araya
gelmesi ile olgyur.Mikrofibriler kor, ¢aitli glikokonjugatlarin biraraya gelmesi ile gimus
elektron-dense amorf madde ile ¢evrelenir. Epilagdyalotelyal ve mezgmal kdkenli
hiicreler fibriler formasyonda intra ve ekstraselilarak yer alif®3®

Immunohistokimyasal camalarda PES fibrillerinin karngek yapisi gosterilnsir.
Kompleks, kross-linked , ytiksek oranda glikoliz&gprotein/proteoglikan yapisiggan
elastik lif epitoplari ve bazal membran yapilagigstin, tropoelastin, amiloid P,
vitronektin, fibronektin) ve heparan sulfat , eilaghikrofibril komponentleri (fibrillin-1,
mikrofibril baglantil glikoprotein (MAGP-1), emilin ve latent maforme edici buyime
faktori TGFB1baslayici proteinler (LTBP-1 ve LTBP) bu karmk yapinin
komponentleridir. PES fibrilleri ile birlikte géréh diger proteinler; kros linking enzimleri,
saperonlar, apolipoproteinler, glikozaminoglikanlkkompleman proteinleri, proteolitik
enzimler ve inhibitérleri TGB1 gibi sitokinlerdir®>3®

PES’li hastalarin 6n segment dokularinda; gdasikrofibril komponentlerinin
mRNA/larinin up-regule oldgu ve protein dizeylerinin argi kross-linking enzimi
transglutaminaz- 2 (TGase-2) in destekiede novo sentez, agregasyon ve elastik lif
komponentlerinin gapraz-pnmasinin oldgu gorulmigtur.C Elastik fibrillerin ve
mikrofibril komponentlerinin @ri ve de novo sentezi , matriks metalloproteina@éviP)
ile doku inhibitorleri (TIMPs) arasindaki dengegdér. Ak6z hiimérde ve dokularda MMP
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aktivitesi azalir. Elastotik, kross-linked fibrilerateryelin dokularda birikimine neden
olur®®

PES’in aslinda bir elastik mikrofibrillopatidigu disintlmektedir. Buyuk bir
glikoprotein olan fibrillin-1, molekuller arasi ntigle etkilesimlere neden olur ve PES
fibrillerinin temel bilesenini olusturur®*)Lizil oksidaz ailesinin bir tiyesi olan LOXL-1
hiicre dg1 matriks olgumunda ¢ok 6nemli bir enzimdir. Lizil oksidaz ailézin veya
hidroksilizinin oksidatif deaminasyonu yoluyla l&gen ve elastinin ¢capraz glanmasini
katalize eden lizil oksidaz (LOX) ve lisil oksidéke 1-4 (LOXL1-4)enzimlerinden
olusur®9

Oksidatif stres ve iskemi /hipoksi gibi hiiclesteessartlarinin pro-fibrotik sitokinlerin
ve blyume faktorlerinin artmasina neden olmaktégktorlerin de anormal eksfoliasyon
fibrillerinin sentezini stimiile edebilegedistintimektedif®442)

TGF2'in fibrotik stirecin merkezi bir aracisi olaraknsiile ettgi
disunulmektedir. TGH31'in aktif ve latent form diizeyleri PES sendromhstalarin akdz
himaorinde artngtir . TGF-B1'in anterior segment dokularinda aktif olarak ildegi,cogu
geni regule etii PES dokularinda farkkekilde eksprese olgu bulunmugtur.Fibrillin-1,
LTBP-1 ve 2, tropoelastin, TGase-2, klusterin veXlOl duzenledgi proteinlerdendif’®
TGF-B1, lisil oksidaz ile etkilgerek elastik fiber formasyonunu etkilemektedir.

Proinflamatuar ve profibrotik sitokin olan ILAn PES'‘in erken evrelerinde upregule
oldugu gosterilmgtir.

PES hastalarda bozulmantioksidan koruma mekanizmalar ve agtoksidatif stresin
varligi gosterilmitir. “?Askorbik asit ve glutatyon azalgi8-isoprostaglandine F2a ve
malondialdehid diizeyleri artsnl PES hastalarinda oksidatif stres markerlarinseakdz
hiimér ve dokularda gosterilgtir.“4 Ozellikle iris hipoperflizyonu ve 6n kamara iskemisi
LOXL-1 ekspresyonunu ve matriks molekullerinin sami regule eder.PES hastalarinin
akoz humorlerinde artmdiizeyde homosistein ve endotelin-1 bulunmakt&wif)

Baz! koruyucu proteinler giéli 1s1 sok proteinleri PES dokularinda up regule olmakta ;
glutatyon-S-transferaz , ubiquitin- konjuge enzimIBNA onarici proteinleri ve stres ile
induklenebilen transkripsiyon faktorleri gibi @o koruyucu genler ise PES hastalarinin

dokularinda down regule olmaktafi?.
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Ektraselluler bisaperon olan klusterin agregasyon ve presipitasgomgeller; klusterin,
PES sendromu olangdierin 6n segment dokularinda ve akéz himdarleriadi@mli oranda
down regile olmaktadff”

PES'li hastalarin okiler dokularinda; antioksidavunma,proteozom yaperon
fonksiyonlari, endoplazmik retikulum gkili stres yaniti ve DNA onarimini kapsayan
hiicre koruyucu mekanizmalarindagstgklikler meydana gelmektedir.

Eksfoliasyon Materyalinin Yapisi

Eksfoliatif materyal eozinofilik, periyodik @asschiff pozitif boyanan yapidadir. PES
materyalinin formasyonunu agiklamak icin proteirtianodeli tanimlannstir.“*Bu
modele gbre anormal bir nikleasyon proteini,akéndride dger proteinleri bglayarak
daha buyuk bir protein kompleksi gturmaktadir. Bu protein kompleks de okuler
yuzeylerde presipitatlar ve PES material depositlessturmaktadir. PES 'in yasli
katlanms proteinleri agregasyonu ve birikimi ile karakterizonformasyonel bir bozukluk
oldugu distintilmektedif*®

Elektron mikroskopi calmalari;eksfoliasyon materyalinin rasgele dizenlgretektron
yogun, peryodik ¢capraz banglaa paterninde fibrillerden oftugunu gosterngtir.Bu
fibriller;yeni sentezlenen ya da dnceden var olakrafibriler sublnitlerin agregasyonlari
ile olusur.Filamentler ortalama 10 nm capindadir,bunlaalusturdusu daha biyuk
fibriller ortalama 50 nm capindadir.Fibriller kataksitk olarak balanirlar ve amorf bir
zeminde bulunurlar.Bu amorf zemin peryodik asithi8doyanan
glikozaminoglikanlardan ve proteoglikanlardansoluve fibriller ise protein yapidadr®®

PEM cok csitli hticrelerden aktif ve multifokal olarak Uretiliak6z himdore dalir ve
on segment yapilarinda depozitlergpluur. Eksfoliasyon sirecine dahil olan hiicreler;
korneal endotel hiicreleri, preekvatoryel lens épitiereleri , iristeki tim hucreler,
nonpigmente siliyer epitelyal hiicreler ve endotehjigrelerdir. Bu hicrelerde belirgin
kaba endoplazmik retikulum bulunur, hiicre yizeyieeikuler transport artar,ekstraseluler
bosluga verilen mikrofibrilleri iceren zar girintileri akur.>%

Immunohistokimyasal ve biyokimyasal galalar, eksfoliasyon materyali yiksek
miktarda capraz lgantilar iceren, glikoproteinlerin ve proteoglikardan olgan glikozile

kompleks oldgunu gostermektedir.G#li intraokuler ve ekstraokuler hticrelerin
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membranlarina yakin eksfoliasyon fibrillerindeloriilin-1'in belirgin olarak boyangh
immunoelektron mikroskopide gorulmektedir.Eksfojias materyalinin bant paterni,izole
fibrillin mikrofibrillerinin gorindst "bead on a stringd benzemektedir. Fibrillin-1 de bu
yapinin, anormal depositlerin cekiigiei forme eden integral yapsalir.®®

MMPs ve TIMPs arasindaki dengenin bozulmasiiodiissyon materyalinin birikimine
neden olmaktadfr®

Heparan silfat,kondroitin stlfat ve dermatalfesiproteoglikan,HNK-1 epitopu
eksfoliasyon materyalinin karbonhidrat kgaleridir. HNK-1 epitopu ekstraokuler
ekstraokuler depozitlerde bulunmaatraokuler ve ekstraokuler eksfoliasyon materyali

karsilastirildiginda protein icerikleri aynidir ve farkl olan karthidrat bilgenleridir
Klinik
Korneal Degisiklikler

Korneal endotelde eksfoliatif materyal pulcuklagipigment birikimleri sacilng)diffiiz
yada pigmenter glokomdaki Krukenbepgikleri gibi dik igcikler seklinde
gorilebilir.Eksfoliasyon sendromu olan g6zlerdenke@ endotelinin spekiler mikroskopisi
anlamh ol¢ctide normalden glik hiicre ygunlugu ve hiicre boyut veekil desisikli gi
ortaya koymutur.®Y Eksfoliatif materyal kiimeleri korneal endotele yapve posterior
desme membraniyla kayna Eksfoliasyon sendromundaki endoteliyopati Fuchs
endotelyal korneal distrofiden; daha az ve dahidzdifgilmis guttata benzeri yapilarin
olmasi, 6n segmentte daha fazla melangldai, peripapiller iris atrofisi olmasiyla

ayrilir.
Lens, Zonulve Silier Cisim Deisiklikleri

On lens kapsilinde eksfoliatif materyalin kagaiktik gorinimu ¢ ayri zona sahiptir.

Translusen, arasira kivrimlari olan santrat @dgularin %20 ya da daha fazlasinda
yoktur).Muhtemelen hareketli irise kark gelen saydam zon,Radyal gizgilenmeleri
olabilen periferal graniler zon (sabit bulgudurzib@lgularda lens dgsikliklerinin

gorulebilmesi icin pupil 6ncesinde dilate edilmaljd
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A klinik olarak B "Sipheli eksfo- C "Mini-eksfolias- D Klasik eksfolias-

goralmeyen liasyon sendromu” yon sendromu” yon sendromu
preklinik evre prekasuler tabaka nazal superior

dan basglayan

da fokal defekt

Sekil-1 Klinik olarak 6n lens kapsulinde eksfoliatiateryalin karakteristik gérinumu

PES’in siklgl yasla beraber artmakta ve birgganma sireci olan katarakttz lens
degisimleri ile PES arasinda ileri derecede anlamlilbjkinin var oldigu
distintilmektedit®?

PES olan gozlerde katarakt sik ortaya cikatatea cok niikleer opasite, daha az
kortikal ve supranukleer opasigeklindedir. Uniokller PES olan gozlerde, sendromun
oldugu gozde tipik olarak daha ileri katarakt goriffiat.

PEM en erken siliyer proseslerin Gizerinde meldlerde gorulir.PEM igindeki
proteolitik enzimler zonuler g@lmayi kolaylatirir. PES’te lens zondlleri dejenere
olmaktan ziyade siliyer cisim ve lense yapa yerlerinden mekanik ggame ve enzimatik
zonulolizis sonucu ayrilir. Bu da Kklinik olarakddfakodonezis, spontan lens
subluksasyonu veya dislokasyonu, a¢l kapanmasatta $iliyer blok glokomu ile

sonuclanabilmektedfr®
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fris Degisiklikleri

Eksfoliyatif materyal, irisin pupiller kenariagupiller ruff da pigment kaybi ile beyaz
pulcuklar olarak gorilebilitrisin transilliminasyonunda tipik olarak pupilldingterin
kenarinda guve yegipaterni goruldr.

Isik ve elektron mikroskopisi irisin posterior ylzege eksfoliyatif materyali gosterir.
Irisin fluoresan anjiyograficaimalarinda; hipoperfiizyon, peripupiller sizinti ve
neovaskularizasyon gorulebilir. Ultrayapisal galalar vaskuler bozukluklarin ya da
anormal ekstraselller matriks glumunun doku hipoksisine neden aidau akla
getirmektedirris hipoksisi, iris pigment epitelinin, stromania ga kasin atrofisi ile
ili skilidir.Pigment epitelinin atrofisi, 6n kamara meia dispersiyonu ile ikkilidir ve kas

hiicrelerinin atrofisi zayif midriasise neden olur.

Gonioskopik Bulgular

PES artan trabekuleg pigmentasyonun neden ofgluasiri pigment dgilimi ile
ili skilidir. A g pigmentasyonu pigmentli glokomda goérulenden daheas d&ilim gosterir
ve eksfoliyatif materyal pulcuklari ile gkili olabilir.

Pigment birikimi Schwalbe Cizgisi boyunca gé@ifiilir ve Sampaolesi ¢izgisi olarak
adlandirilir.

Asimetrik & pigmentasyonu olan gozde glokom daha ¢ok pigmgotasfazla olan
gOzde gorulur. Dger gbzde PES olmadan trabekilgmaartms pigmentasyonu
gozlenebilir ve PES’in en erken bulgusu olarak sagbilir.

PES‘de 6n kamara derigilinormal olmasina gmen, vakalarin yiksek oraninda 6n
kamara acisi kapanabilir saptagimOn kamara acisi kapanabilir olgular tipik olacaha
sig santral ve periferik 6n kamara derfhie sahiptir.

PES olan hastalarda yapilan gahlarda, %9-%18’inde aci kapanabilir olarak
deserlendirilmis, %14 Unde ise periferik anterior sghee bagsli kapali aci bulgusu

gorulmig.®*®
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Yapilan mikroskobik ¢aimalar; aktif eksfoliasyon tretiminin trabekuley, &chlemm
kanali, ve toplayici kanallar iginde okglugibi intertrabekdiler bosluklar icinde pasif
birikim ile olusabilecegini gostermektedf’

Ileri vakalarda eksfoliyatif materyalin strekli tirni jukstakanalikuler gin sismesi ve
Schlemm kanal yapisinin yavgava daralmasi ve deorganizasyonuna neden olmaktadir.

Ara ara ¢@alan ve go¢ eden endotel hiicreleri pretrabeki@er @anormal matriksini
Uretir ve bu matriks uveaga i¢ yuzeyini kaplar.

Eksfoliatif materyal ayrica katarakt cerratssnrasi afakik gozlerde on hyaloidde ve
pseudofakik gozlerde arka kamara intraokuler leagsitide gorulebilir. Eksfoliasyon
sendromu olan gozlerde ayrica agtakoz flare gorulir.

Ultrason Biyomikroskopik Bulgular

Ultrasonografik biyomikroskopi 6zelikle pupiblay dilate olmadiinda vePES’in tanisi
kesin olmadiinda zonullerde yada periferik lens kapsulindeaiesfyon sendromu

materyalinin varlgini argtirmakta énemli bir aractir.
On Kamara, Akdz Himor ve Trabekilum

Iridokorneal acginin kapanmasi ve kapali acili glokesidansi normal poptilasyona gore
daha fazladi*® Bunun nedeni zontil frajilitesi ve miyotik tedavigdeniyle lens-iris
diaframinin 6ne gelmesi, periferik anterior ve past singilerin sik gorulmesi, 6n
kamaranin glasmasidir. Ayrica psodoeksfoliatif materyalin birikimedeniyle rijid olan
irisin, arka kamara basinci ile en zayif yeri dl@kokinden 6ne bukulmesi,
gonyoskopide “pstdoplato iris” konfigirasyonu gomékine yol agmaktadir. Pupil
hareketleri esnasinda 6n kamarada normal olgutaedpha fazla pigment dispersiyonu
gelisir. iris pigment epiteli kaynakli olan bu dispersiyoabk lens yiizeyi tarafindan
surtinmesi sonucu mu yoksa irisin kendisinden kiaaman fundamental bir defektten mi
kaynaklandgl acik deildir. Trabekiler §n pigmentasyonu, normal ve primer acik acili
glokomlu olgulara gére PES’li olgularda daha fanaécidaki pigmentasyon, trabekiler
agin alt kisminda daha gan olup; pigmenter glokoma nazaran daha kaba ikeirs(P”

PES’ da kan-ak6z bariyerindeki defektin akdzun gape protein icegindeki
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desisikliklerden dolayr akoz flare agtina sebep oldiu distiniimektedif®®*?Trabekiiler
agin jukstakanalikiler bolumlerinde PEM’in pasifikimini ve aktif lokal tretimini
gosteren cajmalar bulunmaktadft**®5PEM'in progresif akiimulasyonu ileri evrelerde,
jukstakanalikiler dokunugismesine ve Schlemm kanal yapisinin belirgin
dezorganizasyonuna yol agcmaktadir. Sonug¢ olaratiqedafoliatif materyalin trabektler
dokuda airi akimulasyonu, icergi lizozomal proteinazlar nedeniyle ggirdigi

dejeneratif dgisiklikler, hipoksi nedeniyle trabekiler yapidaki etelyal proliferasyonu,
kan-ak6z bariyerindeki defekt nedeniyle akdzde grprotein seviyeleri ve iris pigment
epitelinden salinngimelanin pigment depozisyonu sonucgacakim bolgesinde rezistans,
kronik basin¢ yukselmesi ve glokom gehinde nedensel faktorler olarak

gorinmektedif®-38:68)

Bilateralite

Klinik olarak unilateral tutulum bilateral tutum icin siklikla 6énctdir ve tanidan 5-10
yil sonra hastalarin %50’ye yakininda bilateralypasbildirilmistir, genelde dier gbzde 5
yil icinde PES gériilme sih % 6.8, 10 yil iginde ise % 16.8 ‘dfY Bilateral tutulumu
olan hastalar unilateral tutulumu olanlara goreadydgli olmaya ve daha yuksek glokom
prevalansina sahip olmayagilemlidirler. ©>?9Klinik olarak tiim tutulan ve tutulmayan
kontralateral gozlerin neredeyse hepsinde konjoakte dger peribulber dokularinda,
elektronmikroskopi ile tipik PES akiimilasyonu saptatir.®%% Baska bir ik
mikroskopik immunohistokimyasal ¢cgtnada klinik olarak etkilenmemgo6zlerin
periferik irisdamarlarinda klasik psédoeksfoliasgdoenzeyen anormal depozitler
saptanmytir."%"Y Bu bulgular, sézde unilateral PES, gercekte umitdtolmaktan daha
ziyade hastagin klinik asimetrik tutulumu oldgunu gostermekted{?® Bu asimetriyi

saptayan neden giiniimiizde hala aciklanastaffif’
Sistemik tutulum
Bir¢cok calismada PES’de cilt, ager, karagger, kalp, safra kesesi ve meninkslerde

tutulum gosterilmitir.©® Yapilan postmortem camalarda da kalp karaigr ve akaierde

PEM tesbit edilmitir.®) PES'te en 6nemli tutulum yerlerinin gpada vaskiiler yapilar
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gelmektediririsde ve birgcok okiiler vaskiler yapida tesbit ed®EM’in, retinada
vaskdler tikanikliklarda rolt olgu distinilmektedit’® Ayni zamanda PEM'in; sistemik
hipertansiyon, anjina, miyokard enfarkti, abdomimait anevrizmasi, gecici iskemik atak
ve serebrovaskiler olaylar, Alzheimer hagiaBensorindralsitme kaybi gibi bir cok
sistemik olayda da rol algh distintilmektedit”® Mitchell ve ark. genibir seride
PES’deki olasi vaskuler tutulumlari incelghardir. 3546 hastada anjina, hipertansiyon,
inme ve myokard enfarktlsu anaulmistir.Hastalarin 80’de tek ya da cift tarafli PESbies
edilmistir. Bu 80 hastanin % 23,8’de anjina, % 51,3'tednignsiyon, % 11,3'te inme ve %
13,8’de miyokard enfarktisu bulunglubildirilmistir. PES’i olmayan olgularda, inme
disinda, bu oranlar istatatistiksel olarak anlamliedede daha az bulungtur.® Repo ve
ark. Gecici iskemik atak gorulen hastalarda PEBgrkn artmsoldugunu
gostermilerdir "> PES'li hastalarda vaskiler patolojilere olan yaltigin kabul
gormesiyle, birtakim hematolojik ggikliklerin de olabilecgi fikri ile yapilan ¢algsmalar
da vardit’® PES’nun goz @i bircok dokuda olup organlarda da tesbit edilmesiy
fibrillerin i¢ kulakta da depolanigitmeyi engelleyebilegg distntlmistir.”> PES'lu
hastalarda ihmli orta diizeylerde argraeviyelerde kan homosistein diizeyleri saptanmi
Bu artgin PES’taki vaskuler risklerin olasi sebeplerinbenolabilecesi 6ne surtlmgtar.
Bir cok calsmada PES’ta plazma homosistein dizeyleriningarggbsterilirken, glokom
gelisimiyle ili skisi gosterilemenstir.”’""®Ancak homosisteinin ekstraseltler matriks
metabolizmasindaki roli g6z dnine alfhdda, 6zellikle de PES’da, homosistein
metobolizmasinda yer alan vitamin B12, B6 ve fekdikliklerinin oldygu bulunduktan

sonra, tedavi hedefi olmasi agisindan 6nem kazam?
Proteomiks

Genomun tim protein komplementlerini (prote@al)san bilim dali Proteomiks olarak
adlandiriimaktadir. Proteomiks ve proteom terimiarc Wilkins ve arkadgarinca
1990’larda turetilmitir. Bu kelimeler tim bir organizmadaki tim genteri
kolleksiyonlarini ifade eden genomiks ve genomrkelerinin yansimalaridir. Proteomiks,
cok genel anlami ile RNA-proteingkisini agiklamaya ¢aan, hiicre ve dokulari ajturan
proteinlerin ifade bulmalar sirasindaki post-tianssiyonal modifikasyon ve translasyon
sirasinda olgan deisiklikler ile ilgilenen bir bilim dalidi’® Hiicrede gercekien
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posttranslasyonel modifikasyonlar normal ve patbkldpkulardaki farkliliklari belirler ve
proteinde gorilen post-modifikasyonlarin timuandgibini protein kodlayan bolgelerdeki
genomik bilgi tek b@na veremez. Bu nedenlerle, genomikgahalar her zaman nihai
protein ekspresyonu hakkindagdo bilgiler s&layamaz iken yapilan proteom gahalari,
genomik analizlerle belirlenemeyecgkkilde pek ¢ok farkli yoldan gercekén hastalik
patolojisini ve fenotipini ortaya koyabilmektedir.

Klinik proteomiks temel amaclagu sekilde 6zetlenebilecek Umit verici, yeni bir anélit
disiplindir: hastaliklarin erken tanisi, risklesaya tedavi yanitlarinin izlenebilmesi icin
biyobelirteclerin kefi; klinik sonuclar duzeltebilecek yeni tedavilemgyelstirilebilmesi
icin protein hedeflerinin tespit edilebilmesi.

Biyobelirtecler

Hastaliklarin patofizyolojisinin zamanla aplmasi hastalarin kariyla tedavi
edilebilmesini etkileyen en temel faktord®ff.Giinimuzde biyolojik érneklerde molekiiler
yontemler kullanilarak bir takim belirtecler yardiie tani konulmasi ofgan bir
uygulamadir. Bubelirteclerin konsantrasyonlarinadgsikliklerin tespit edilmesi
hastaliklar icin yuksek riskli bireylerin taranm@asierken tani konulmasini, prognoz
tahminini ve tedavi yanitinin izlenmesinigtamaktadir.Klinik uygulamada kullanilan bu
belirteclerin esas amaci mortalite ve morbiditeaalamaktir.Biyobelirtecler genellikle
monoklonal antikor tabanlh metodlarla tespit ediMerya miktari dlcilen protein
molekdlleridir.Ancak ginimuzde biyobelirtec olataklanilan veya belirte¢ potansiyel
olan birgcok molekdl tek 3ana ideal bir molekulin 6zelliklerini ganamaktadir. Teorik
olarak her hastalik 6zgtin bir biyobelirtecle ortgykearilabilir ve karakterize edilebilir ve
bu belirtecler tek bir molekil olabilir. Bla bir alternatif ise hastga 6zgu bir protein
olmak yerine hastalik durumunda posttranslasyormeliftkasyonlarla dgismis olan bir
protein veya proteinler paneli olabiff”) Proteinlerin tanisal arag olarak potansiyelinin
bilinmesi ve proteomiks teknolojilerdeki ilerlemelgyobelirte¢ argtirmalarina ilginin

artmasina neden olrgtur.
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Proteom Analizinde Kullanilan Genel Strateji

Proteomiks ile proteom ve onun komponentlerkarakterizasyonui pratikte
yapilabilmektedir.Proteom analizi icin ilk adim éknhazirlg yapilmalidir. Tim hticre ve
doku 6zutlerinde proteinlerin analizleri amaciytagk hazirlanmasindaki ana problem;
bunlarin farkli molekuler kutle, yik, izoelektrilokta ve ¢ozunurlge sahip
olmalarldlr(.SZ)Ayrlca bu aamada 6rnek karmngekliginin azaltilmasi da 6nemlidir. Proteom
analizinde ikinci adim analitik protein ayrim tekojgsidir. Analitik protein ayrim
teknolojisinde 6nce kompleks protein lgamlarimlari belli proteinlere ya da protein alt
gruplarina ayrilarak basitferir. Daha sonra ornekler arasindagkastirma yapilarak
protein duzeylerindeki farkliliklar belirlenir.Pehlerin ayrimi argtiriciya analizi igin
spesifik proteinleri hedeflemesini@ar. Protein ayriminin yapilabilinmesi icin iki tip
metodoloji mevcuttur. Bunlardan ilki sivi fazda eym yapildgl metoddur®®® ikinci
metod ise proteomikste altin standart olup sikli&taih edilen 2D (iki boyutlu) jel
elektroforez metodudur.Bununla birliktegdr protein ayirma teknikleri 1D jel
elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforezi 1D&- PAGE ( denatlre edici page) ve
2.ND-PAGE( non denatiire edici page), HPLC (yuksettqvmans likit kromatografisi),
kapiler elektroforez, izoelektrik fokuslama ve kratografik yontemlerdiff?8%

Ayristiriimis 6rneklerin analizi, Matrix-Assisted Laser Desaoptionization Time of

Flight (MALDI-ToF), ESI-MS(Elektrospray lonizasydlass Spektrometri),
PSDMALDIMS (Post Source Decay) ve SELDI-TOF (Sug&mnhanced Laser Desorption
lonization) yontemleri ile yapilir. Kitle spektrumre kromatogram verileri alinan érnekler
icin veri tabaninda tarama yapilmakta ve belidisoliklarla protein gestirmeleri elde
edilmektedir. MALDI-TOF ile protein bilgisine u$dip proteinin adi konulduktan sonra,
ESI-MS icin kullanilan Q-TOF ile amino asit dizillerine ulgilarak proteinlerin primer
amino asit dizileri aydinlatilabilmektedir. Veridanlari Gzerinden kirmgi belirlenmis olan
proteinler dgerlendirilerek farkli tedavi dozlarina yanit, tedadilen ve edilmeyen
bireylerdeki protein haritalari veya farkli hastédri tagiyan vakalar ile kontrol gruplari

arasinda fark dgudan ve en giveniliekilde ortaya koyulmaktad{{*&®
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MALDI-TOF Kiitle Spektrometrisi Analizi

Kutle spektrometre aletleri iyostariimis maddeleri gazfazinda analiz ederler.Bu
nedenle bir kitle spektrometresi iyon kagmautle/ylik oranini belirleyebilen bir kitle
analiz cihazi ve bir detektérden glw. Proteinlerin ve biyolojik molekullerin gaz faz
tasinilabilmesi ESl(elektron-spray iyonizasyon) veyAMDI(matriks assisted laser
desorption/ionization) teknikleri ile yapilir. MALDekniginde analizi yapilacak maddeler
kati bir kristal matriks ortamindan lazerle iyongdilir. Matriksin olmadgl ortamda
biyomolekul parcalanagaicin matriksin kullaniimasgarttir. iyonlastiriimis
biyomolekiiller elektrik alan icerisinde hizlandardk bir tiip icerisine aktarilityonlarin
bu tlp icerisindeki hizlari her bir iyonun kitle yigkt ile dgru orantilidir.Béylece her bir
iyonun tlpten cilgiani sahip oldgu kitle/yuk sinyal oranina Bh olarak deisir.

MALDI-TOF metodu kullanilarak proteinlerin véggr biyomolekdllerin
karaterizasyonu ve tanimi mamkundur. Bu metod ajduduyarli olup molekuler
agirhiklar 400 ile 350,000 Da arasindaki polipepidth 10-15 - 10-18 mol seviyesinde
tanimlanmasini gar. 3.7 Elde edilen kutle/yuk derlerinin analizi MALDI-TOF
analizinden elde edilen kitle/yuk gexleri Swiss-Prot data bankasinda Prospector adi
verilen ve Ucretsiz utabilinen bir programda agarilabilir (http://prospector.ucsf.edu/).
Bu programin amaci afarilan proteinin kiutle/yuk dgerlerini bugine kadar bilinen tim
kiutle/yuk degerleri ile kagllastirmak, veri tabanindaki gerlerle glesip eslesmedigini
aragtirmak ve hangi proteine ait olgunu tespit etmeye caimaktir. Protein prospektor
icerisinde birkac farkli programi kullanmak miamkind
(Kaynak: Swiss-Prot data bankasi, http://prospaatsf.edu/)

Bu ba&lamda kullanabilegamiz ikinci bir program da Peptident adi altindagian ve
Expasy veri bankasi tarafindan Ucretsiz olarakakutha acilan veri
(http://ca.expasy.org/tools/peptident.html). Oldakolay kullanilabilinen bir kullanici-
ortamina (interface) sahip olan bu program elderdittle/ytik dgerlerini direk olarak
veri bankasi igerisinde agtair.

Kisacasi proteomiks analizinde kullanilan gestiglteji;
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(1) Ekstraksiyon, solubilizasyon, on-fraksiyonla®A'nin uzaklatirilmasi, yaygin
bulunan proteinlerin uzakjariimasi gibi teknikleri iceren 6rnek hazgil
(2) Protein ve/veya Peptitlerin tanimlanmasi (tdiasyonu) ve elektroforeze dayall

tekniklerin kullanimi.
Kar silastirmaliProteomiks Calismalarinin Amaci:

Klinik proteomiks cakbmalarinda temel amag, farkl hastaliklara ait 6zgin
biyobelirteclerin ortaya konmasi ve bunun taniitelstrak kullaniimasidir.Biyokimyasal
mekanizmalarin 60 karngkligi nedeni ile, bir cok hastalikta tek bir biyolofielirtec ile
sonuca ulgilamamaktadir. Bu nedenle hastalik progresyonsisida ortaya cikan
molekdllerin calgiimasinda, ¢oklu belirte¢ panellerinin veya protdapanellerinin
calisiimasi giderek 6nem kazanmakta@te®

Normal biyolojik sireclerin ve hastaliklarimiatia yatan mekanizmalarin tanimlanmasi,
vicut sivilarinda, hiicrelerde veya doku biyopsilée diyagnostik ve prognostik hastalik
belirteclerinin tanimlanmasi, hastalik progresyamuizlenmesi ve subklasifikasyonu, yeni
tedavi stratejilerinin belirlenmesi, viicut sivi 8kterinin veya doku biyopsilerinin
orijinlerinin belirlenmesi, sivi, hiicre veya dokrda protein fenotiplerinin ve post-
translasyonal modlarin belirlenmesi, immunogloblidonlarinin argtiriimasi genetik

otoimmun, enfeksiyonel veya neoplastik hastaliklarak tanimlanabilir.
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MATERYAL-METOD

Bu calismada;on kamaradan 6rnek algenii Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi G6z
Hastaliklari Lokal Ameliyathanesinde yapilimistiofomiks dgerlendimeler ve analizler
Kocaeli Universitesi Tip Fakiltesi KABProteomiks Laboratuvarinda gerceklestirilmistir
Calisma Helsinki Bildirgesinde deneysel arastirmazdelirtiimis olan esaslara uygun
olarak yarutalmastdr.

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Goz HasthirkKlinigi Glokom departmanindan
klinik olarak PES tanisi ile takipli olup,Aralik 20 ve Asustos 2015 tarihleri arasinda
katarakt tanisi konan 15 hasta PES grubunstuoimaktaydi ve yine ayni tarihler arasinda
poliklinik basvurusunda katarakt tanisi alan benzer demograéKikiere sahip 15 hasta
kontrol grubunu olgturmaktaydi.

Tdm olgulara standart 2,8 mm saydam korneali kakoem{ulsifikasyon cerrahisi ve
g0z ici lens (GL) implantasyonu uygulandi.

Calsmaya alinan tum hastalarin demografik 6zelliklaydkedildi.Gorme keskirgi
olcumu, GB olcuimi, biyomikroskobik muayene ve fundus muageriéceren tam bir
oftalmolojik muayene yapildi.Biyomikroskobik muaysle 6n segment, lens ve vitreus
degerlendirildi.Ardindan %1 siklopentolat hidroklorie %2.5 fenilefrin ile midriyasis
saglandiktan sonra +90 dioptrilik asferik lens ile lus muayenesi yapildi.Operasyon
planlanan gozlere biyometrik 6lglim yapilaral Gesaplandi.

PES tanisi igin %0.5'lik tropikamid (TropamidBilim, istanbul, Tirkiye) damlasi ile
midriyazis sonrasi biyomikroskopik muayene ile lénskapsuli ya da pupil kenari
boyunca ve/veya gonioskopide agida eksfoliasyorryali gortilmesi, goz ici basincinin
(GIB) 21 mmHg'nin altinda olmasi ve glokomat6z optikrdasari ile gérme alani

degisikli gi olmamassarti arandi.

Calsmaya dahil edilme kriterleri:
- Bilatarel g6zlerden yalnizca biri
- Gorsel olarak anlamli,cerrahiye ihtiyac duyarekakt
- Yarikli lamba veya gonyoskopik muayenegika PES varil
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Sadece katarakt grubunda PES belirtilerinin olsagiokom ve dier okuler

patolojilerinin olmaysi

Calisma ds! birakilma kriterleri:
- Daha 6nce gecirilmig0z ici cerrahi
- 2 haftadan uzun sure kortikosteroid kullanimi
- Uveit,retinopati gibi énceden var olan gz hagtal
- 6 aydan kisa sire takip edilen olgular
- Laser yapilmy gozler
- Matir katarkti olan olgular

Calsmaya ciddi sistemik hastgliolan, bilinen tiroid, bobrek, kargmr fonksiyon
bozukluyzu, malabsorbsiyon, kardiyomyopati, akut miyokarfia&tiisi, psikiyatrik hastalik,
akut infeksiyon, hormon replasman tedavisi hikayésn son 8 hafta icinde ia statin,
fibrat, niasin, nikotinik asit gibi antihiperlipideik ilaclar alms olan, belirgin kilo kaybi
olan ve en az bir yil sire icerisinde sigara velatkillanim 6ykusi hastalar dahil edilmedi.
Ayrica gecirilmi g6z ici cerrahi, diabetik retinopati, kuru gozpmer agik acili glokom
gibi herhangi bir okuler hastalik vatiida ¢algmaya alinmama kriterleri icinde yer aldi.

Bu calsma KOU Tip Fakiiltesi Etik Komitesinden onay alinava Helsinki
Deklarasyonu prensiplerine uygun olarak yapildi.kestaya cayma ile ilgili ayrintih

bilgi verildi ve yazili onami alindi.

Ornek Alinma Bigimi

Calsma icin onam vermgiolan uygun hastalarin akéz himér érnekleri katarak
ameliyati sirasinda alingtir. Bu islem calsmaya katilan tim katilimcilarda ayni prosedur
uygulanarak yapilnive hasta drneklerinin alinmasi sirasindaatiecek farkliciliklar
ortadan kaldirilnmytir.

Tum miudahaleler ameliyathaneslbarinda yapildi.Kontrol gruplarinda peribulber
anesteziden sonra g0z kapaklari ve gevresi %1@twidon-iyodin emdirilmg steril gazh
bezle silindi. Kurulandiktan sonra steril drapadititti. Katarakt cerrahisine gdanmadan

once 6n kamaradan 30 gauge ucu taklimsulin enjektort ile girilip 6rnek alindi(yalkl
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0,1 mL). Bu glemlerin hi¢ birinde 6n kamara koruyucu ve infuzyardlaniimadi.Ardindan
rutin cerrahi prosedure devam edildi.Hi¢bir opetasia komplikasyon geinedi.

Ornekler alinirken kan kontaminasyonunu engedleicin klear korneadan
girildi,girilen kornea alaninda ve ¢evresinde kameri olmadiindan emin olundu.
Alinan ornekler vakit kaybedilmeden steril Epperidtiiplerine yerlstirildi, protein
degredasyonuna firsat vermemek icin hemen KR®teomiks Laboratuvarina glaildi ,
sivi azot icerisinde dondurulup etiketlenip °G@le saklandi.

Orneklerin tuplere yerérilmesi ve transportu esnasinda da 6zel eldivigitegek

keratin ya da vicut yluzeyinden olasi hiicre kontasyonu engellenmeye caldi.
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Tez calsmamizda kullanggmiz deneysel yaktamlarin 6zeti alg semasi halind&ekil

2'deverilmistir.

Deneysel Akl s

Calismaya Katilan Hasta Ve Kontrol Bireyler

Klinik muayene ve g¢alismaya uygunlugun tespiti

Orneklerin Toplanmasi

'

Orneklerdeki Protein Konsantrasyonlarinin élgiimii,
protein havuzlarinin olusturulmasi ve SDS-PAGE
ile konsantrasyonlarin kontroll

!

1. Boyutta Ayirim

|

2. Boyutta Ayirim

|

Proteinlerin Floresan Boye ile
Boyanmasi

Jellerin Gorlintilenmesi

l

Gorintllenen Jellerden spot analizi

|

Protein Spotlarinin Kesimi ve MALDI TOF/TOF ile
tanimlanmasi

Datalarin biyoinformatiksel analizlerinin yapilmasi

Sekil-2 Deneysel akisemasi

28



Orneklerden Protein Ozutlerinin Hazirlanmasi

Saklandiklari -8 den ¢ikarilan 6rnekler buz icerinde tutularakn@klerin 1Isinmasini
engellemek amaci ile) cozulgiérdir. Cozulen drnekler icerisine protein yikimini
engellemek icin proteaz inhibitér keimi (Roch, ABD) eklennstir. Ornekler icerisinde
herhangi bir koloidal kalinti birakmamak icifiGide 1,500xg’de 10 dk santrifiij edilgwve

santrifilj sonrasinda temiz LoBinding tlplere akéariist kisim cagmada kullaniimgtir.
Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonlari hazirlanan standgardayerekli 6rnek dilisyonlari
kullanilarak Bradford Protein Konsatrasyon olcumtddte ile yapilmgtir.

(NanoDrop1000, Thermo Scientific). Olglim sirasikdéanilan protein standar§ekil

3'de verilmistir.
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Sekil-3Protein standart
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Protein drneklerinin odaklanmalari ve 2D jel elektroforezleri

Protein orneklerinin odaklanmasi deneyleri DEKIAprotein argtirmalari ve proteom
laboraturinda gercelderilmistir. Protein drnekleri ilk gamada IPG stripler tarafindan
emilebilmek icin striplerle birlikte rehidrasyonabi tutulmuglardir. izoelektrik
odaklamada 7hg protein 6rngi kullanilarak 7cm’lik, IPG stripler ( pH 3-10, BRad,
ABD) ile gerceklatirilmi stir. Gerekli miktardaki protein orrge 2D rehidrasyon tamponu
(son miktar 7cm'lik stripler icin 128,) ile karsstirilip igerisine stripin pH'sina uygun %1
Amphylote ve %1 TBP eklensiir. Bu ssamadan sonra protein érnekleri fokuslama
trayleri icerisine konulmgPROTEAN IEF (BioRad) cihazi icerisinde pasif refaglyona
tabi tutulmytur (20°C). Pasif rehidrasyon sirasinda 1. saat sonundggiar
buharlgmasini 6nlemek i¢in IPG striplerin Uzerilerine Imheral ya&! ilave edilmg ve
yaklasik 16 saat rehidrasyoglémine devam edilmgtir.
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Rehidrasyorsieminden sonra IPG striplerin izoelektrik odaklamasgecilmgtir.
Rehidrasyon sonunda IPG stripler alinarak Uzederiazla miktarda bulunan g&urutma
kagidi ve su yardimi ile temizlengnardindan temiz bir fokuslama trayi icerisine kawraek
Uzerlerine yeni mineral gaeklenmgtir. Trayler daha sonra yine PROTEAN IEF (BioRad,
ABD) icerisine konularak adim adim akimi yukseligngamali bir program ile 2T’
fokuslanmgtir (7cm'lik IPG stripler icin S1:250V 20 dk, S&aksimum voltaj arfi
Rapid, S3: 4000volt/ IPG strip Lineer. 17cm’lik IB@ipler icin S1:250V 20 dk, S2:
maksimum voltaj ar§t Rapid, S3: 10000volt/ IPG strip Lineer). Fokuséasmrasinda
proteinler ait olduklari izoelektrik noktalarinargdPG strip Gzerinde ayrima tabi
tutulmuwslardir.

Fokuslama sonrasinda stripler tampon | (6M 01&75M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) DTT) ve tampon Il (6M ure3@5M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) iodoasetamid) icerisinded®lik sirelerle yikanmglardir. Stripler
bu gamadan sonra hazirlanan SDS poliakrilamid jell&B84 veya dgisik
konsantrasyonlarda) yest&ilerek elektroforez (35mA 30 dk, 48mA 5 saat’Q@le) ile
molekdiler buyukluklerine (MW) gore ikinci boyutta@) ayirima tabii tutulmglardir
(Laemmli, 1970)ikinci boyutta ayirim sirasinda kullanilacak jelign jelden jele
farklicaliklari ortadan kaldirmak amaciyla DODECBiqRad, ABD) coklu 6rnek jel
dokme, jel yaritme ve boyama sistemleri kullangbmi

Elektroforez sonrasinda jeller %40 metanol, %46tk asit icerisinde en az bir saat
fikse edilecek ardindan SyproRuby (BioRad, ABD) &syicerisinde gece boyu
boyanmglardir. Jellerin gorunttlenmesi VersaDoc sistemofBad, ABD) ile yapildiktan
sonra jellerin analizleri PDQuest Advanced progradenyapiims istatistiki olarak anlamh
olan spotlarin kesimi Spot-cutter robotu (BioRa&DA ile gergeklgtirilmi stir.

MALDI TOF-TOF analizi

Jellerden elde edilen protein spotlari DEKAR®tpin argtirmalari ve proteom
laboratuvarinda trypsin ile kesilgndlaha sonra elde edilen peptitler Zip-tip ile tdemerek
MALDI-TOF-TOF cihazinda okunmgardir. MALDI-TOF-TOF bir kiitle spektrometresi
olup lazer g1g1 kullanarak iyonize et#i peptitleri vakumlu bir tlp icereisinde agtirdiktan

sonra kitle/yuk oranlarina ve peptitlerin amind dailimlerine gore isimlendirmeye
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yardimci olur. Cihazdan elde edilen verilerin Matsgata bankasindan faydalanilarak
hangi proteine ait olduklari belirlengtir.
(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl? ADRER=2&SEARCH=MIS

BULGULAR

Calsma hastalarinin demografik verileri Tablo -1'delrargtir. PES olanl5 katarakt
hastasindan(ortalamagy@2+17.07 yil, - 13 erkek ve 2 kadin) ve PES olamagyni
yaslarda 15 katarakt hastasindan ( ortalamabfa4+15.65 yil, 6 erkek ve 9 kadin) iki grup
olusturulup toplam 30 akdz humar oghiéullanilarak yapilan cajmada yalar da dikkate

alindginda iki grup arasinda istatistiksel acidan ondnlfark saptanmangiir (p=0.675).

Tablo-1: Demografik veriler

PES (n:15) Kontrol (n:15) p

Yas(yil) 62,17+17,07 65.4+15.65 0,675
Ortalama + SD
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Cinsiyet -
Erkek (%86,6 ) (%60)
Kadin (%13,3) (%40)

Orneklerin Protein Icerikleri

Yapilan Bradford protein 6lgiimlerinde 6rnekteprotein konsantrasyonlariningik
olduklari goruldi. Ornekler arasi protein konsasyomlari acisindan gorilen varyasyonlar
(6zellikle kontrol 6rneklerindeki protein miktarlarn oldukca dgiik olusu), 6rnekleri tek
tek analiz etmemizi engelledi. Bu nedenle her bne&ten git miktarda protein katkisinin
yapildgi protein havuzlari okturuldu. Olgturulan havuzlarin ortalama hacimleri 150 ile
200 mikrolitre civarinda idi. Bu havuzlardan ikiyadlu jel elektroforezi yapabilmek igin
orneklerin konsantre edilmesi ve temizlenmesi gaeite idi, clinkl 6n denemelerimiz
bizlere drneklerin tuz konsantrasyonlarinin faztugunu ve odaklamaya uygun
olmadiklarini gosterir yonde idi. Sonug olarak éteeticari bir kit yardimi ile aseton

coktirmesine tabi tutularak temizlendiler.

iki Boyutlu Jellerin Analizi

Olwturulan protein havuzlari 2D jellerde ayirima taliulduktan sonra ¢ok duyarh bir
floresan boya olan SYPRO Ruby ile boyagine yiksek ¢cozunurlikli bir kameraya sahip
VersaDoc. MP400 gdruntileme sistemi ile goruntulgterdir. Elde edilen goruntilerin
analizi ise PD-Quest advance yazilimi ile gerggilbmi stir (Sekil-4).
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PEX GRUBU KONTROL GRUBU

e - -

Sekil -4: 1ki boyutlu jeller Uizerinde elde edilen protein peri ve tanimlanan bazi

proteinlere ait spotlar verilrgtir.

Jeller tizerinde ortalama 300 adet protein spotenk gelinnstir. Bu spotlardan
bazilari jeller Gzerinde yuksek miktarda bulunuj@n bazilarinin dgtik miktarda
bulunan spotlar oldiu gézlenmitir. Ozellikle 6rneklerde bol miktarda albumin
gozlemlenmy ve bu durumun serum i¢cgmin goz sivisina bukagindan kaynaklangi
disunulmistar. Jellerde benzeekilde bir serum proteini olan seruplazmin de bidtarda
gorulmugtur. Jellerin analizi igin kullanilan pH argiiile protein dgihmi arasindaki ikki
incelendginde proteinlerin 6zellikle 5-8 arginda homojen olmayan bir gém
gosterdgi gorilmektedir. Genelde proteinlerin plgklerinin 5-8 arafiinda oldgu
distnulirse boyle bir dalimin gérulmesi gayet normaldir. Ghurrulan protein
havuzlarinda 2D jeller agisindan bakgldda kagimiza ¢ikan en buyuk sorunun miktari
cok olan ve serumdan goz sivisina gagtidistindisimuz proteinlerin miktari daha az

olan proteinlerin tanimlanmasini engellemesidirktslii disiik ancak biyomarker olarak
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Onemi buyuk olan bu az miktardaki proteinlerigac¢ikarmak igin birtakim metotlar
mevcuttur. Orngin blue jel adi verilen materyal albuminigtayan bir materyaldir ve
ornekleri bu materyal ile muamele etmek mumkundiacak yaptgimiz 6n denemelerde
bu tip bir uygulamanin az miktarda bulunan protindle uzaklgtirdigini gostermytir.
Dolayisi ile 6rnekleri olduklari gibi iki boyutle| elektroforezine tabi tuttuk. Jeller
hakkinda s6ylenmesi gerekli olanska bir nokta da bircok proteinin 60000 Da’nun aian
olan bolgede ygunlastigi gercegidir. Bu orta ve kicuk buydklikteki proteinlerinraen
kokenli olma ihtimallerini artirmaktadir, ciinki ppuoteinler rahatlikla serumdan g6z
icerisine penetre olabilmektedirler. Son olarakedi@rin analizi kisminda belirtmemiz
gerekli olan nokta aslinda jel profillerinin geméarak birbirlerine ¢cok benzegi
gerceidir. Hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki b®nze orani yazilim tarafindan
%90'nIn Uzerinde yiksek bir confidance orani ilelw@ stir. Bu durum aslinda yapilan
analizin ne derece guvenilir olgunun da bir bakima gdstergesidigde jeller arasinda
asiri derecede farklilik gozlenecek olsa idi boyledmnug deneysel varyasyonumra
derecede deney sonuclarini etkifgali gosterecekti. DEKART protein agarmalari
laboratuarinda yapilan ¢giinalarda deneysel varyasyonu minimuma indirgeyelilizia
kullanilan pre-cast jeller ve dodece sistemlensgahmizda guvenilir sonuclarin elde

edilmesinisglamistir.

Proteinlerin Tanimlanmasi

Jeller tzerinde regulasyon farkliliklari gorulerotein spotlari robotik bir sistem
aracllgl ile jellerden kesilerek cikartildi ve jel ici ik kesime tabi tutulduiki giin siiren
bu kesim glemi sonrasinda jellerden elde edilen peptitleaugta hidrofibik ytzeylerin
bulundwgu igne uclu kolonlardan gecirilerek (Zip-Tipler) tutulde matriks ¢ozeltisi ile
karistirllarak MALDI-TOF/TOF cihazinda tanimlandi. Toptda 10 adet spot tanimlanan
calismamizda bu spotlara ait MALDI-TOF/TOF verileri Tai’de 0zetlennsiir.
Tanimlanan bu protein spotlari icerisinde bir kigtaratin olarak belirlendi. Keratin
genellikle biyolojik 6rneklerde bir kontaminan peot olarak kaypmiza ¢ikmaktadir. Bir
hiicre iskelet proteini olan keratirgdridan kirpikler, sac kokleri, kil kokleri ve hatta
havadaki tozdan Orgge bulgabilecei gibi biyolojik materyalin kendisinde de yiiksek

miktarda bulunabilir. Bizim cagmamizda ald@imiz g6z sivisinin yiksek miktarda keratin
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icerdigi ancak bu keratinin ¢cevresel mi ofgluyoksa sivinin i¢gsel yapisinda mi bulugalu
bilinmemektedir. Tablo-2'de yer alan ve guvenilir gekilde tanimlanan ger

proteinlerden hemen hepsi serumda karakterize etleya daha énceden varliklari rapor
edilmis proteinlerdir. Bu proteinlerden transtranstretnAPOA-4,PES grubunda belirgin
bir sekilde kagimiza ¢ikmaktadir. Bu iki protein PES grubunda aalesprese olmyu
proteinlerdir.
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Tablo-2 PES olan hastalarda, kontrol grubu ilgkagtirildiginda farkh olarak eksprese

olan proteinlerin listesi




Proteinler arasindaki regulasyon farklilklangorulebilmesi icin jellerin daha
yakindan analiz edilmeleri gerekmektedir. Bu am&fuest advance yaziliminin 3D
analiz opsiyonu kullanilngtir. Tanimlanan her bir protein icin yapilan 3D laziari Sekil-
5'de gosterilmektedir. Bazi protein spotlarinintaagrubunda net biekilde
arttigi/azaldgini bu analiz sonucunda ¢ok daha negékilde gormek mumkundur.

Buna gore SSP-3003, SSP-1102, SSP-2203, SSR-8%f-8002, SSP-7506, SSP-7505
numaral protein spotlarinin PES 6rneklerinde kariirneklerine kiyasla up reguile oflu
goruldiu.SSP-0101, SSP- 0102 numarall protein spottaPES grubunda down regile
oldugu gorulda. gekil-5)

Elde ettgimiz sonuclara gore PES grubunda ak6z himérde TPRA4, Vitamin D-
binding protein, albumin, serotransferrin kontrallguna gére artmioldugu; PES
grubunda ak6z himérde, alfa- asid glikoprotein-2wén kontrol grubuna gore azalgni

oldugu goruldu.
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SSP 3003

SSP 1102

SSP 1204
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§SP 7507

SSP 7506
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SSP 8205

SSP 8206

SSP 0101

SSP 0102

SSP 7404
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Sekil- 5 PES ve kontrol jellerine ait

tanimlanan spotlarin 3D kalastiriimasi
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Orneklerin iki boyutlu jel elektroforezleri kool ve hasta grubu olmak tizere her
gruptan 3 tekrarli olarak calimistir.Sekil-4’de elde edilen protein 6érneklerinin 2 boyutl
jel elektroforezi sonrasi goruntilerini gostermeliktée DQuest Advanced-8.0.1 programi
ile karilastirmasi yapilan jellerde 300 adet protein spotdiaeailmis ve bu spotlardan
16 tanesinde anlamli ekspresyon farglitespit edilmgtir.Farklilik gbzlenen bu 16
spotlardan 10 tanesi MALDI TOF/TOF ile yuksek guNierkle tanimlanmstir.

Tanimlanan verilertablo-3'te verilgtir.

Tablo-3 Yakalanan peptid sekanslari ve Mascot akoorl

Protein Peptid Sekansi Mascot Skoru

1 MASHRLLLLC LAGLVFVSEA GPTGTGESKC PLMVKVLDAV RGSPAINVAV
TTR 120

51 HVFRKAADDT WEPFASGKTS ESGELHGLTT EEEFVEGIYK VEIDTKSYWK

101ALGISPFHEH AEVVFTANDS GPRRYTIAAL LSPYSYSTTA VVTNPKE

1 MFLKAVVLTL ALVAVAGARA EVSADQVATV MWDYFSQLSN NAKEAVEHLQ

APOA-4 160
51 KSELTQQLNA LFQDKLGEVN TYAGDLQKKL VPFATELHER LAKDSEKLKE
101 EIGKELEELR ARLLPHANEV SQKIGDNLRE LQQRLEPYAD QLRTQVNTQA
130
AAT 1 MPSSVSWGIL LLAGLCCLVP VSLAEDPQGD AAQKTDTSHH DQDHPTFNKI
51 TPNLAEFAFS LYRQLAHQSN STNIFFSPVS IATAFAMLSL GTKADTHDEI
57
VDBP
1 MKRVLVLLLA VAFGHALERG RDYEKNKVCK EFSHLGKEDF TSLSLVLYSR
51 KFPSGTFEQV SQLVKEVVSL TEACCAEGAD PDCYDTRTSA LSAKSCESNS
286

Albumln 1 MKWVTFISLL FLFSSAYSRG VFRRDAHKSE VAHRFKDLGE ENFKALVLIA

51 FAQYLQQCPF EDHVKLVNEV TEFAKTCVAD ESAENCDKSL HTLFGDKLCT

APOA-1 65

1 MKAAVLTLAV LFLTGSQARH FWQQDEPPQS PWDRVKDLAT VYVDVLKDSG

51 RDYVSQFEGS ALGKQLNLKL LDNWDSVTST FSKLREQLGP VTQEFWDNLE

Transferrin
384

1 MRLAVGALLV CAVLGLCLAV PDKTVRWCAV SEHEATKCQS FRDHMKSVIP

51 SDGPSVACVK KASYLDCIRA IAANEADAVT LDAGLVYDAY LAPNNLKPVV

A1AG-1 90

1 MALSWVLTVL SLLPLLEAQI PLCANLVPVP ITNATLDQIT GKWFYIASAF
51 RNEEYNKSVQ EIQATFFYFT PNKTEDTIFL REYQTRQDQC IYNTTYLNVQ

AlAG-2 7

1 MALSWVLTVL SLLPLLEAQI PLCANLVPVP ITNATLDRIT GKWFYIASAF

51 RNEEYNKSVQ EIQATFFYFT PNKTEDTIFL REYQTRQNQC FYNSSYLNVQ
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TARTI SMA

PES; etyolojisi bilinmeyen, yia iliskili, deri ve caitli viseral organlarin badokusu da
dahil olmak Uzere ¢ok sayida ekstraokdler ve iriidey dokuda ekstraseluler fibriler
maddenin anormal tretimi ve birikimi ile karakterilir bozukluktut?Bazi kanitlar
ndronal dejenerasyona neden olan inflamatuar mekedarin PES ile ikili oldugu
hipotezini desteklemektedf#”

PES sistemik bir hastaliktir ve daha dncekisgadlar inflamatuar mekanizmalarin PES
patogenezinde rol oynayabilepa bildirmistir.

Sistemik bir hastalik olarak glinilen PES’de psddoeksfoliatif fibriller materyalin
damar duvarinda birikmesinegbeolarak vaskiler endotelde disfonksiyona nedeiugl
gosterilmitir.“? Bu durum, PES hastalarindaki kardiyovaskiler hastaatkinlgi
aciklamaktadir.

Alzheimer tipi demans, sensorindratme azlgi, kardiyovaskuler hastaliklar ve
abdominal aort anevrizmasi gibi ciddi patolojileRES ile birliktelginin gosterilmesi, bu
sendromun 6nemini ortaya koygwe bu konuda éli calismalarin yapiimasina neden
olmustur. ©¢®

Okduler iskemi, 6n segment hipoksi, oksidatiéstve bazi metallerin PES
etiyopatogenezinde etkili olabilegiediistiniilmektedir 89

PES’ de oksidatif stres gonlukla antioksidan sistemin yetersiz galasindan veya
reaktif oksijen (ROS) turevleriningau Gretiminden kaynaklangn distinilmektedir.
Yetersiz antioksidan sisteminin en 6nemli ve hadtala iliskili oldugu ditndlen
mekanizmasi glutatyon tizerinden yurimektedfir® Glutatyon (GSH), hiicre ici redoks
reaksiyonlarinda rol alan major diizenleyicidir. Rl ve okside glutatyon (GSSG)
oksidatif stresin en iyi gostergeleridit:*>

PES’desimdiye kadar yapilan ¢gmalar spesifik markerlari analiz etmek tzereydi.
TGF, endotelin-1, transferrin,klusterin, ve matrikstati@proteinazlar en ¢ok callan
markerlardi***3949%Bijz de bu camada “etiyopatogenezde bilmgutiz bir protein
olabilir mi?” disiincesinden hareket ederek, gt teknoloji ile bunu aydinlatmaya
calistik.

On kamaradan alinabilecek akoz, proteomiksingin oldukca kisitli miktardadir.

Daha iyi bir analiz icin Emilia Hardenborg'un kufids! ‘pooling’ yontemini kullandik®®
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Bu havuz olgturma metodu ¢alilacak ak6z hacmini arttirmanin yani sira numuneler
icindeki biyolojik csaitlili gin etkisini de azaltmaktadir. Biz ¢cginamizda,Hardenborg’dan
farkli olarak retina patolojisi olan hastalari gajimin diizeyi ne olursa olsun cgina dsl
biraktik.

Lens glukoz,potasyum ve amino asidleri akoz dviglmn alir; laktat ve piruvati akoze
verir. Ancak fakik ve afakik gozlerin akdz ic¢gnin oldukc¢a benzer olmasi lens
metabolizmasinin akdz himor igaride dnemli bir etkisinin olmagini
distindiirmektedif®” Yapilan bir caymada PES olan gozlerde akdz protein
konsantrasyonun artgnoldugu bulunmuytur, bu da PES olan ¢lerde kan ak6z
bariyerinin permeabilitesinde arolabileceini diistindiirmitir.®

PEM ile ilgili calsmalarda en dnemli zorluklardan biri fibriler matalip
cbzinmesidir.Siyanojen bromid /formik asit gibi okta sert metodlar kullanmadan
bunugercekigirmek olduk¢a zordur. Ak6z sivisinda gatak,6rnek izolasyonundan daha
az travmatik, daha iyi bir secenek olabilir.Dirédhs materyali Gzerinden alinan
orneklerde izolasyon esnasinda da travmaygé peotein kargmasi olabilir. Proteinlerin
oksidatif posttranslasyonel modifikasyonu, onldonksiyonuna yansiyacalekilde
yapisal dgisikliklere neden olabilir.Bu nedenle bu proteinletamimlanmasi, PES’te
hangi yollarin bozuldgunu anlama konusunda faydali olabilir.

Akoz hiimdorin protein profili wave cinsiyet glestirilmi s kontrollerle farkl oldgu daha
once gosterildiinden bu caklmada gruplardaki bireylerin yae cinsiyetinin uyumlu
olmasina dikkat edildi.Caimamizda demografik verilerde anlamli fark saptamadi

Calsmamizda alinan 6rneklerde en ¢ok goze carpanrisiemTTR ve APOA-4 oldu.

Apolipoprotein A-1, insan HDL' sinin major yagal proteinidirSilomikron yapisinda da
bulunur.Lesitin kolesterol acil transferaz (LCARti@atoridur. Lipoprotein
metabolizmasinda HDL'nin en dnemli roll, tersindesterol transportudur ve APOA-1,
HDL'’ nin bu antiaterojenik aktivitesinde LCAT’ inokaktoru olarak rol oynamaktadir.
APOA-1 , hem karager hem de barsakta 276 aminoasit iceren Pro-APOA-1 olarak
sentezlenir daha sonra yapisindan 18 aminoasitlhdtiim ayrilarak APOA-1 haline
donistaralir. APOA-1 ‘in polipeptid zincirinin —COOH uoa yakina-heliks yapisindaki
bdlge HDL'nin hiicre ylzeyi ile ikisinden sorumludur. LCAT"1 aktifleyen bélum ise
APOA-1 polipeptid zincirinin orta bélimlerindedimiiaterojenik 6zelkine ek olarak anti

inflamatuar ve antioksidan 6zgjide vardir
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Pieragostino ve ark. 2011 yilinda ygpgalsmada PES, PAAG ve kontrol gruplarinin
g0z yal orneklerinin proteomiks analizini incelegiar ve PES hastalarinin gbzya
orneklerinde APOA-1, alfa-1-asid glikoprotein-1 @gilerinde dg@isikler oldugu

bildirilmi slerdir.%

Zil'fian AA ve ark.PES ve PAAG hastalarinin akozriilerinde fibronektin ve insulin-
like growth faktor-1'i (IGF-1) argtirmak icin yaptiklar ¢cagmaya PES ve PAAG tanisi
olan olgular ile kontrol grubu olarak senil katara®an olgulari dahil etrgierdir.Elde
edilen sonuclara goére, kontrol grubu ile kiyaslgnuia calgma grubunda her iki sitokinin

de artmg oldusunu gosternglerdir.%V

Literattrdeki bilgilergiginda D vitamini bglayan proteinin ve APOA-1’in IGF-1

Uzerinden PES patogenezinde rol alabgedésindlebilir.

Transtiretin (TTR), tetramerik plazma proteinidiroid hormonlarinin [T3 (3,5,3'-
trilodo-L-tironin) ve T4 (Tiroksin, 3,5,3",5'-tefi@o-L-tironin)] ve retinol (vitamin A)
tasinmasindan sorumlu bir proteindir. Plazmada bitibiil, APOA-1'e ball olarak,
yuksek dansiteli lipoproteinlerde bulunur. Traretim, APOA-1'in proteolitik
islenmesinde rol alir; dolayisiyla, proteigitamasindaki gorevinin yani sira, proteaz
aktivitesi de gosterebilmektedit®”TTR, beyinde koroid pleksusu tarafindan uretilir ve
serebrospinal siviya salintf®) Normal tasanlarda akdz himéri treten siliyer epitelde
immun karetleme ile tespit edilrstir. “°“Serebrospinal sivi ve akéz himor igerin ve
TTR’nin salinimseklinin arasindaki sartici benzerlgi gosterilmi olup, ak6z himaordeki
TTR’nin siliyer epitel tarafindan salinmasi olasidiTR’nin sentez yeri; bu proteinin
sistemik bir etkisi olmadan, g6zin 6n kamarasinttZtal etkisini agiklayabilir. TTR
genindeki mutasyonlar, ailesel amiloid polinéropitide iliskilidir. *>>Ailesel
amiloidozisle ilskili spesifik gen varyasyonlari ile TTR varyasyanldahil olmak tizere
birden fazla patolojik olan ve olmayan TTR varyasigo tanimlanmytir.*°®Bu
varyasyonlarin bazilar izoelektrik odaklama (IE$tnli gorinttileme tek@ kullanilarak
bulundu™®” TTR ve onun varyasyonlari amiloid depozitleri olkabdlinen ¢éziinmez
protein fibrillerinin ekstraselller polimerizasyaraineden olur. Birikimin mekanizmasi
heniiz bilinmemektedff8199110)

Sicanlarda yapilan gier bir calsma TTR’nin; retina pigment epiteli ve retina gaygh
hiicrelerini icine alan yaygin okiler glamini gosterdf*'? Bagka bir hayvan cajmasinda

diyabeti olmayan sicanlarla kdsstirildiginda, diyabetik hayvanlarin mller hiicrelerinde
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TTR genlerinin daha fazla eksprese edilgiosterilmitir. **? SELDI-TOF calsmasinda

da inflamatuar bir hastalik olan romatoid artrititehastalarda plazma biyomarkeri olarak
tanimlanmgtir™?TTR’nin artmg dizeyleri, serebrospinal sivida prostaglandin mae

ve TTR iceren bir protein kompleksinde tespit edgtimAlzheimer hastalarinda TTR’nin
artms duzeyleri serebrospinal sivida prostaglandin Daseve TTR iceren bir protein
kompleksinde tespit edilgtir.******)Diger calsmalar Alzheimer hastalarinin
serebrospinal sivisinda TTR’nin kontrollere gérbaldiik seviyeleri raporlangtir.*1®
Meme kanseri hastalarinin leptomeningeal metastazalms TTR duzeyleri
gostermitir*'® ve 2D elektroforez caimasi Guillain Barre sendrom tanili hastalarin
serebrospinal sivisinda aza§rifiTR diizeyleri gosterngiir. **®)

Takahiro ve ark.ratlarda amiloid formasyonuo#aidatif stresin rolini gostermek icin
yaptgl calsmada MALDI/TOF-MS yontemini kullanngliardir. TTR’nin oksidatif strese
duyarli oldgunu ve oksidatif stres kallarinda tiyol residisu tGizerinden posttranslasyone
modifikasyon geltigini, bunun da amiloid formasyonuna neden @gldw gosterngierdir.
TTR, bircok nérodejeneratif durum ilegkilendirilmistir.Bizim calismamizda TTR duzeyi
belirgin olarak kontrol grubuna gére arggm.Sonuclarimiz yapilan ger proteomiks
calismalari ile uyumludur.SSS de olglugibi, ak6z himdrdeki TTR, retinol igin ve
PES’deki 6n segment gikliklerine katkida bulunan ger proteinler igin bgayici
protein olarak gorev yapabilir.

Insan serumunda bulunan Vitamin DgBeyan Protein (VDBP), yakisk 58 kDa
agirl ginda bir glikoproteindif*®.vVDBP; albumin (ALB),o-fetoprotein (AFP), ve-
albumin/atamin (AFM) gen ailesinin bir Gyesiditsanda, 4. kromozomda, 4911-q13
bantlari arasinda bulunmaktdti?, VDBP gerek beslenme yolu ile alinan gerekse UV
etkisi ile deride sentezlenen Vitamin D'nin plazmaainip ilgili hiicrelere
ulastirilmasindan sorumlu globuler bir proteindir.Ogtree bgiml sekilde karagier
tarafindan sentezlenir ve bobrek, iskelet kasiirbak, kemik, ak@er ve karagierin
kendisi tarafindan uzaldarilir. Serum, idrar, anne sutt, semen, tukiri®3Bgibi birgcok
vicut sivisinda bulun lenfosit, monosit ve notrglizeyinde bulunur. Uretim ve yikim
arasindaki denge sayesinde VDBP’nin plazma sevigesi ligandi olan 25-OH vitamin D
seviyesinden surekli daha fazla olagekilde ayarlanir.

VDBP’nin cDNA yapisi, ilk olarak insanlarda enmistir. Bunu sirasiyla si¢an, fare,

tawan, kaplumbga ve en son olarak da tavuk izletiri **®.VDBP, 16 aminositlik sinyal
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peptid dizisi kesildikten sonra, ALB ve AFP ile login bir dizi homolojisi gosteren 458
amino asitlik bir protein olarak salgilanir.VDBRger ALB ailesi Gyeleri gibi yuksek
sistein miktarina (hepsi disulfit halinde, toplag&let) ve 6zgun ¢ bolgesi olan moduler
bir yapiya sahiptir.Yapisinda iki farkli lama bdlgesi tanimlangtir. Bunlardan biri 35
ile 49’uncu bakiyeler arasinda bulunan Vitamin [@lagan bolge; dieri ise 373 ile
403'tinctl bakiyeler arasinda bulunan aktiglagan bélgedif*??.Son yapilan caimalarla;
Vitamin D’nin sterol bglayan cep bélgesinin ¢ok secici ofily boylelikle bglanma
cebinin icerisinde ligandin ti¢ boyutlu buttglintin korundgu ortaya konmgtur 22,
VDBP molekuli bilinen 124’den fazla gdiyle ¢ok yiksek seviyede bir polimorfizm
gostermektedit>Molekiiliin makrofaj uyarici aktivitesinin gosterilsigle “Makrofaj
aktive edici faktor” olarak da adlandiriimaktatfit:

Daha 6nceki yillarda yapilan gahalar Vitamin D miktari ve Vitamin D alimi ile il
problemlerin ndrodejeneratif hastaliklar ve norasdr ile ilgkili olabilecezini
gostermektedi>>

VDBP bircok 6nemli fonksiyonu olan plazma piotdir. Bunlarin arasinda D vitamini
metabolitlerinin taatnmasi, kemik gegiminin kontroli, yg asitlerinin bglanmasi, aktinin
ayristirilmasi, immun ve inflamatuar cevaplarin modutasyile ilgili daha pek ¢ok iyi
tanimlanmanyi roller bulunmaktadif*?®). Ancak, okiiler dokulardaki VDBP
fonksiyonlarinin potansiyel rolu agik glielir.Eski ¢calsmalar APOA-1 ve VDBP'nin
hiperkolesterolenti?” ve kemik iligi transplantasyonu proseduirf& dahil olmak tizere
belli hastaliklarda argini gostermgtir.Ayrica bazi hastaliklarda APOA-1 yolunun
patofizyolojisine VDBP’nin dahil olabileg dnerilmektedir.

PES’ in patogenezi ve VDBP seviyesi arasindgaoa oldwgu, birden fazla proteomiks
calisma tarafindan onerilrgtir 2% VDBP'nin roltintin D vitaminini bglamasina mi
bagl oldugu hala bilinmemektedir. Ote yandan, VDBP, D vitantiazslamasindan
bagimsiz olarak net immun modulator etkiye sahiptitBenzersekilde, yapilan
proteomiks ¢abmalarda progresif tipte Multiple Skleroz hastaldarartmg diizeyler
bulunmuken, klinik olarak izole sendromda ve TekrarlayaiizBlen Multiple
Skleroz(RRMS) relapslarinda hastalarin serebrospinesinda azalriVDBP seviyeleri
gosterilmi **?. Relapslar sirasinda gerceide VDBP oksidasyonu ile gkili
degisiklikler, MS’te VDBP aktivitesinin ve sonug olaradkm D vitamini aksinin

modulasyonunun karnggli gini gosterir.
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D vitamininin ve vitamin D reseptorini aktivéea D vitamini analoglarinin (VDR
agonistleri ya da modulatorleri) endotel disfonksiy ile iliskili Gnemli risk faktdrleri olan
inflamasyonu, trombozu ve vazodilatasyonu moditigiegosterilmitir 32,

Hirai ve ark®*® DBP’deki genetik varyasyonlarin instlin dirend iliskili oldugunu
yayinlamstir. Artmis DBP’ nin insilin toleransini artirabilegieve IGF-1'in Uretimini
azaltabilecgi icin®™** bununla birlikte, IGF-1'in PES patogenezi iligkili oldugu
gosterildgi icin**®, VDBP ve PES arasinda birgent olabilecgi dustintlebilir.

Ince bairsakta uretilen ve sonrasinda plazmaya salinaglikprotein olan
apolipoprotein A-4 (APOA-4) trigliseritten zengipdproteinler ve HDL ile ikkilidir.
Ayrica lipoprotein icermeyen forgeklinde de bulund*®. APOA-4'(in lipid
metabolizmasinda énemli rolii olgluve lipid oksidasyonu sirasinda endojen inhibitor
seklinde davranarak aterosklerozask&oruyucu fonksiyonu oldtu gosterilmgtir**”.MS
hastalarinda APOA-4 ile ilgili yapilan bir ¢cginada APOA-4’Un hem kontroller hem de
remisyondaki hastalarla kallastirildiginda relaps fazindaki hastalarda astoksidasyon
goOsterdgi gorulmistiir. Onceleri APOA-4'lin trigliseridden zengin lipmpein
metabolizmasina ve ters yonde kolesterghtaasina dahil odiu bilinmekteydi.Daha
yakin zamanda, APOA-4'lin oksidatif stresi modiiletitbcei'**®ve koroner arter
kalsifikasyonund&® rol oynayabilecgi 6nerilmistir.

Birbirinden farkli VDR agonistleri endotel fosigonu ve nefrektomi uygulanmi
sicanlarin aort gen ekspresyonu Uzerinde farkileetgosterir. APOA-4 veVDBP'nin
pankreas kanserli hastalarda seviyelerinigidiggi gosterilmiti. Bu proteinlerin yalnizca
vitamin ve lipidlerin metabolizmasinda rol oynanfadi, inflamatuar suregler ile geantili
oldugunu d@unebiliriz.

Spaulding ve ark.intrasellller glutatyon reddksgesini gostermek icin yaptiklar
calismada APOA-4’lin istatiksel olarak anlangékilde feokromositoma hiicrelerinde
apoptozisi azaltgini gostermglerdir. APOA-4'lin glutatyon reduktaz ve glukoz &fat
dehidrojenaz enzimlerinin aktivitesini module ederedoks dengesini etkilegini

bildirmislerdir.4°

Normal insan akdz hiimérindeki ana protein, mibdir**Yve yas asitleri, vitaminler,
hormonlar, metal iyonlari, retinoidlerinstamasindaki kabiliyetinden dolay! okuler
dokulardaki epitel hiicrelerin diizguin buylimesi v&lfeasmasi icin gerekli oldgu

distintilmektedit**®. Albuimin, hem plazma hem de serebrospinal snanmelemanidir
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ve amiloid B taima kabiliyetinden dolay1 Alzheimer hasfahda
suclanmaktadir.Albiiminin plazma kolloid ozmotik esni dengeleme, antioksidan
aktivite, normal mikrovaskuler gecirgegiln ayarlanmasi, yaasitleri ve hormonlari
tasima gibi pek cok gorevi vardir. Alzheimer hastalanserebrospinal sivisinda, glokom
tanih maymunlarin retinasinda ve primer konjengiakom tanili insanlarin akdz
hiimériinde artrgialbiimin diizeyleri saptangtur (43244,

Albumin ,her bir molekiliinde bir tane sulfhidgrubu tgir , primer olarak ekstraseluler
antioksidan savunma sisteminin ana UyelerindeAdlaumin bakiri siki; demiri ise zayif
bir sekilde balar ve b&li metal ylzeyinde kalir. Bu metalleroksidatif sse
reaksiyonlarina katilabilirler; fakat alan oksijen radikalleri albumin tarafindan etkisiz
hale getirilir.

PES'te akdz hiimérdeki artgralbiimin diizeyleri oksidatif stre$*®)ya da yalanma
sonucuna sekonder bir cevap olabilir. Ayni zamaaldiz himorde artmalbimin dizeyi
inflamatuar olarak zayiflayan kan ak6z bariyerkigetmis gecirgenlik sonucu olabilir.
Yaslanmayla beraber akdz hiimdrdeki TTR ve albimin diégzmin dezsismekte oldgu
rapor edilmitir4®)

al-antitripsin, tek bir 394 reziduluk polipeptit zinnden olgan bir glikoproteindir. Bu
glikoproteinde karbonhidrat orani %12’dit-antitripsinin toplam molekilgrli g1 52
kDa'dur. Aktif bolge, “gerilmg” (stressellbir buklim ihtiva eder; serin proteazlar ile
reaksiyonu esnasinda reaktif bélgenin karboksiteairkismindan ktcik bir parcanin
ayrilmasi sonucu oyan yapi da “gesemis” (relaxed konfigirasyon olarak adlandirilir.
al-antitripsinin tersiyer yapisi globuler bir pratdir. Yaklgik olarak 20 amino asitlik bir
peptid parcasindan alan proteinin reaktif merkez buklimu, molekuler wizeerinde dar
bir alana yerlgmistir .a1-antitripsin molekuliniin enzim inhibisyonu yapankisminda
358. pozisyonda ¢ok 6nemli olan metionin aminoasitlesmistir. Sigara icenlerde bu
durumoal-antitripsinin notrofil elastaz Gzerindeki inhitwtetkisinin normalden ¢ok daha
az olmasina neden olurl-antitripsin, serin proteazlarin aktif bolgesitétrahedral yapi
olusturarak onlarin aktivitesini engelléf”*48149) inflamatuvar olaylar diizenlemedeki
etkisini proteazlari inhibe ederek ortaya cikarttadk>°.

Dolgimdakial-antitripsin ayni zamanda inflamasyona duyarlpbazma proteinidir

(fibrinojen, seruloplazmin, haptoglobiilin gibtf*.Yakin zamanda insan korneasinda,
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akdz humorde ve vitreusda yiukseglkantitripsin dizeyleri saptangtir.Lokal inflamatuar
(iltihabi) mikrocevreden1-antitripsin seviyesini lokal olarak up regule etaproteinaz
aktivitesini kontrol etmek icin 6nemli bir faktord®21535%

al-antitripsinin asil fonksiyonu, inflamasyon sirafa airi salinmg proteinazlari inhibe
etmektir. Esas olarak hepatositler tarafindan lirgé serin proteaz inhibitort olarak
gorev yaptgl kana sekrete ediltt>> Funding ve ark.nin yagicalismada kornea allogreft
rejeksiyonu sirasinda ak6z himorde ciddi derecélisekal-antitripsin seviyeleri
saptanmytir. **®Onlarin calsmasina gorel-antitripsin, inflamasyondaki proteolitik
aktiviteye kagl koruyucu role sahiptir.Bulgularimizin ve dnce&tlligmalarin giginda,
artms al-antitripsin dizeyleri PES hastalarinda inflamasykagi koruyucu rol
oynayabilira1-antitripsin; endotelde ve ak6z himérde bulunwrrieal epitelyal
hiicrelerde,stromal keratositlerde ve endotelyardl@rdenl-antitripsin mMRNA’sI ve
proteini gosterilmitir.Bu durum, PES’teki korneal patolojileri acikkyilir.al-antitripsinin
yuksek konsantrasyonlari korneayi bozulan elastagekine kar koruyor ve proteolitik
aktiviteyi minimalize ediyor olabilif®" .

Evereklioglu ve ark.nin caimasinda, Behcet hastalarindainaktif donemde dallikk
kontrol gurubuna gére yiuksek seratrantitripsin diizeyleri saptangwe bu durum
inflamatuar olaylarda akut faz reaktani ana balanmstir'*>®. Cumurcu ve ark. nin
calismasinda da bizim ¢camamiza benzeekilde PES’de serumil-antitripsin aktivitesi
artms olarak bulunmgturt®® |
Serum elektroforezindg fraksiyonunda yer alan ve bir glikoprotein olaansferrin
baslica karacgerde ve daha az olmak Uzere retikiloendotelyadsistestis ve overlerde
sentezlenmektedir. Tek bir polipeptid zincirindeaydana gelen bu molekil demir, ¢inko,
bakir, kobalt ve kalsiyumu geri dégiimlU olarak bglayabilmektedir. Transferrin ayni
zamanda birnegatif akut faz reaktanidir.Bizggahmizda PES hastalarinin ak6z humor
orneklerinde kontrol grubuna gore transferrin diizieyp- regule olarak tespit ettik.
gibi agir metallerin ak6z humorda birikmesi nedeniyle gksilen tireyen ROS
tirevlerinin artmasidif®**“rransferin serbest demir iyonlarinigeyarak fenton

reaksiyonunu inhibe eder.

PES hastalarinda argmnflamasyonu gdsteren bir¢cok gaha mevcuttur.Fiore ve
ark.PES olan gozlerde olmayanlara gore lazer spoimidéematuar reaksiyonun daha fazla
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oldugunu gostermtir **Y'Drolsum ve ark.katarakt cerrahisi sonrasi PESilexile
postoperatif inflamasyonun ve gecici fibronid regaun daha sik oldiunu saptamstir.
(162183)Ritch ve ark.postoperatif ddnemde 6n kamarada alerigore artngiinflamasyon

oldugunu gosternstir 6%,

Funding’in y&tigl proteomiks cagmasinda 2D GEL ve mass spektrometri yontemini
kullanarak akut korneal greft rejeksiyonu gefi hastalarin akéz himérlerini incelgme
tespit ettikleri spotlardan albumial-antitripsin, serin proteinaz inhibitor ve tramnstini
tanimlamglardit®®

PES'teki ak6z humor protein glgiklikleri ile nérodejeneratif hastaliklardaki
serebrospinal sividaki gsiklikler arasindaki benzerlikler ilgingtir. Akdz nidr ve
serebrospinal sivi birden fazla ortak protein igektadir.Oksidatif stresten dokulari
koruyan proteinlerin kaylyeklindeki deisikliklerin her iki organ sisteminde patolojik
durumlarda doku hasarina katkida bulunabilecegkaytriy olmustur.

Bu calsmada akoz humordeki proteinlerigdglendirdik.PES’li hastalarda ak6z humor
proteinleri kontrol grubuna gore farklar gosterglBlu bilgi PES’in mekanizmasini
cbzmek ve bu duruma ait potansiyel biyomarkerkmrlamak icin yeni gosler ortaya
cikarabilir.

Proteomiks ¢ajmalarinda ardirilan belirte¢ adayi proteinler daha 6nce tespit
edilmems proteinler olabilecg gibi bilinen proteinler de olabilegegdz 6niine
alindginda bu sonuglarin daha ileri gmamalarla d@rulanmasi gerekmektedir.

Proteomiks agairmalari ‘daha cok teknoloji’ olarak 6zetlenehilBu
teknolojiningalstiriimasi sirasinda gereken malzemenin ve alt yagilkemizde
uretiimemesi nedeniyle hem giblnasinin kismi olarak glic hem de maliyetinin ylkse
olmasiproteomiks ¢aimalarini kisitlamaktadir ve tekrarlanabilithi
glclsestirmektedir.Ayrica MALDI analizinin Glkemizde birkamerkezde mevcut olmasina
ragmenhizmet satin aliminin hizmefgkayicilar tarafindan zamaninda k&gnamamasi bir
baska sinirliliktir. Elde edilen verileri literatirlegiginda yorumlamak ginda
calismacilara heniiz yeterli getirim@anamamgtir.Zaman icerisinde bu gucltkler
aslldiginda bu konuda daha iddial sonugclari bildirmek rkiimolabilecektir.

Yaptigimiz calgmada PES hastalarinin akdéz hiimérlerinde, normatddat hastalarindan
daha farkli bir protein profili tespit ettik. Eldgtigimiz veriler ve literatir taramasi bize
PES’in patogenezinde inflamatuar sireclerin vedasi stresin 6nemli bir rol oynagini
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gostermektedir. Albuminin akbz hiimorde agmlimasi bize kan ak6z bariyerinin
bozulmy olabilecgini disindurmektedir.Elektroforezde belirgin olarak g@rdintz
TTR ve APOA-4 varfil ,bu proteinlerin Alzhiemer’da ve gir nérodejeneratif
hastaliklarda artrgiolmasi sistemik bir hastalik olan PES’iigeli nbrodejeneratif
hastaliklar ile baini kuvvetlendirmektedir.

Sonug olarak, bu canada saptanan bulgular PES’de 6n segment dokudeoksldatif
stresin tetikledii, sinirli bir subklinik inflamasyon oldiunu destekler. Bu kronik aktif
stres yaniti, bozulngustres savunma mekanizmalariyla beraber ve gegetiki ile
kombinasyon halinde inflamatuar proteinleri tegigdrek kronik kan akoz bariyeri
bozulmasi gibi patolojik doku etkilerine neden olBES patogenezinde rol alabilecek
proteinleri aydinlatmak ve gormeyi tehdit edecekndbu inflamatuar stirecin erken
safhasinda potansiyel farmakolojik hedef olabilegedteinleri belirlemek icin daha

kapsamli capmalara ihtiyac vardir.
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SONUCLAR

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Goz HastrkKlinigi Glokom departmanindan
takipli klinik olarak PES oldgu belirlenen 15 sayida birey ve benzer demograféilikte
katarakt cerrahisi planlanan ek okuler patolojlsi@yan 15 sayida birey ¢ginaya dahil
edilerek alinan humaor akdz érnekleri éastirmali olarak analiz edilngiir.Proteomiks
deserlendimeler ve analizler Kocaeli Universitesp Fakiltesi KAB Proteomiks
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Analizlerde03adet protein oldiu goralmigtar ,
bulunan bu proteinlerden kontrol grubuna gore faggulasyon gdésteren proteinler
tanimlanmgtir.

PES grubundan alinan akéz himor érnekleriniieébioyutlu jel elektroforeziekilleri,
kontrol grubu 6rneklerinden farklhydi, bu durum Pgsisimiyle birlikte ak6z himaordeki
protein icerginin de deistigini gostermektedir. PES hastalarinin hiimor akdadkeri
transtiretin, APOA-4, Vitamin D-binding protein lbamin, serotransferrinin kontrol
grubuna gore artmoldugu saptanngtir.PES grubunda akéz humoérde, alfa- asid
glikoprotein-1 ve 2 ‘nin kontrol grubuna gore azalmoldugu goralmigtar.

Calsmamiz sonucu elde atimiz proteinlerin ortak noktalarindan birgeiri sistemik
dolasimda yer almalari ve @goinun karagierden de sentezlenmesidir.Bu proteinler hem
inflamasyon sireclerinde artmaktadir hem deglmida bulunan temel ekstraseluler
antioksidanlardir .Elde egiimiz proteinlerin yolak analizleri, inflamatuar igterin PES
patolojisinde esas rolt oynayabilgoe distindirmektedir.Bunun yaninda sonuglarimiz
diger nérodejeneratif hastaliklar ile PES’irsKisini ve ortak yanlar oldgu goruna
desteklemektedir

Birlikte distintld{giinde, bu ¢cagmalarin sonuclari; proteinlerdeki dalgalanmalarin
patolojik desisikliklere ve PES’in komplikasyonlarina neden olab#gini
disindurmektedir.Ak6z himor d@ssiklikleri ile PES arasindaki g daha iyi ortaya
koyabilmek icin daha fazla katilmcinin ofglu,PES hastalarinin daha uzun dénemili
incelendgi calismalar yapmak gerekmektedieri donemde yapilacak cainalarda
PES’lihastalarin evrelerine gore elde edilen progeideserlendirilebilir,potansiyel
farmakolojik hedef olabilecek proteinleri belirldnkr.
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OZET

_ PSODOEKSFOLIASYON SENDROMU OLAN HASTALARIN
AKOZ HUMOR ORNEKLER ININ KARSILA STIRMALI PROTEOM
ANAL izi

Amagc: Bu calsmanin amaci psddoeksfoliasyon sendromunugigetie dahil olan
olasi mekanizmalari aydinlatmaktir.PES’li hastal@k6z hiumor iceginin proteomiks
analizi gerceklgtirildi ve PES olmayan katarakt hastalarinin akténbr dérnekleri ile
karstlastirildi.

Gereg ve yontem 15 PES’li hasta ve benzer demografik 6zellikldpdeS olmayan 15
kisiden olan kontrol grubu olmak tzere katarakt ameliyatassmda ak6z himor
ornekleri alindi.Her 6rnek icin protein konsant@sylcimu yapildiktan sonra havuzlama
metodu uygulandi.Ornekler temizlenerek IPG stripkeyiiklendi.Standart protokol
kullanilarak odaklama ve ikinci boyutta ayrim gedestirildi.Jeller Sypro ruby boyasi ile
boyandi ve PDQest Advance yazilimi ile analiz edild

Sonug :300 protein spotu tespit edildi ve bu spotlard@rahesinin farkl ekspresyon
Ozellikleri gosterdii MALDI TOF/TOF ile tanimlandi.Analiz edilen protderden
Ozellikle iki tanesinin,APOA-4 ve transtiretinifPES grubunda ytiksek olarak eksprese
oldugu goralda.

Tartisma : Bu sonugler PES’in molekuler mekanizmasini aaldanyol gdsterici
olabilir ve biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler : pseudoeksfoliasyon ,proteomiks , ak6z himor
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ABSTRACT

COMPARATIVE PROTEOMIC ANALYSIS OF THE AQUEOUS HUMOR
FROM PATIENTS WITH PSEUDOEXFOLIATION SYNDROME

Purpose :The purpose of this study was to identify the gesnechanisms involved
in the development of pseudoexfoliation. A proteoamalysis of the aqueous humor
composition in the eyes of patients with PES wafopmed and compared with that in the
eyes of patients with cataract (non-PES; controls).

Material and method : During cataract surgery ,aqueous humor from 1l pest with
PES and 15 patients with cataract (hon-PES) wasatetl. After measuring protein
concentrations of each samples, pools were formddaieaned up before loading onto
IPG strips (11 cm, pH3-10). Focusing and seconcedsion separation were carried using
standard protocols. Gels were stained with sypbgy and analyzed with PDQuest
Advance software.

Results :300 proteins spot were detected and 10 spotsagisgl differences in their
expression were identified using MALDI TOF/TOF. Twbthese proteins, namely
ApoA4 and transthyretin, were highly over expresseithe PEX group.

Discussion :They may be significant in understanding molecaolachanism of PEX
and may hold values as biomarkers.

Keywords : pseudoexfoliation , proteomic ,aqueous humor
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