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OZET

Santral ser6z koryoretinopati, géziin makula bolgesinde ser6z dokuda meydana
gelen idiyopatik okiiler bir bozukluktur. Popiilasyon insidansi erkeklerde kadinlara
oranla 6 kat fazladir. Gegmisten giinlimiize yapilan ¢aligmalar yeni damar olusumunun
g0z ici kanamalarma ve sivi birikimlerine yol acarak gormeyi azalttigini gostermistir.
Vazkiiler endotelyal biiylime faktorleri (VEGF’ ler) anjiogenezi indiikleyerek bircok
retinal hastaliga sebep olur ve damar gecirgenligini artirarak makulada 6dem olusumuna
yol acar. KDR (NM_002253) geni 4ql1-12° de lokalize olur, yapisi ve hiicresel
mekanizmalart g6z Oniine alindiginda, KDR gen mutasyonlart santral ser6z
koryoretinopati dekolmani ile iliskilendirilmistir. Retinal hastaliklar iginde insidansi
diisik olan SSR ile KDR geni iliskilendirilerek genetik bir calisma yapilmamustir.
Literatiirde VEGF-A’ nin SSR hastaliginin patofizyolojisinde rol oynadigi daha dnceki
calismalarda belirtilmistir. Bu sebeple KDR gen sekansini SSR iizerindeki olas1 genetik
faktorlerin etkilerini agiklayabilecek aday gen ve bolge olarak belirledik.

Projemizin amaci, santral ser6z koryoretinopati tanisi almig olgularda KDR
genindeki mutasyonlar1 saptayarak genotip ve fenotip iligkisini belirlemektir.
Calismamizda yer alan SSR tanili 32 olgu ve 32 kontrol bireyinde KDR geninin ekzonik
bolgelerine yonelik Sanger sekans yontemi ile DNA dizi analizi gergeklestirilmistir.
Sonug olarak bilinen rs140825421 (p>0.05) ve rs2305948 (p>0.05) yanlis anlamli,
rs35961234 (p>0.05) ve rs77722107 (p>0.05) sinonim, rs2219471 (p=0.59) ve
152305949 (p=0.3) intronik, rs4421048 transle olmayan bdlge mutasyonu ve daha once
tanimlanmamis del TAA yeni delesyonu (p>0,05) belirlenmistir.

Caligmamiz, SSR iligkili KDR geni mutasyon profili ile ilgili yapilan ilk genetik
calismadir. Bu baglamda, VEGF-A ve KDR mRNA sekansiyla yapilacak genetik
calismalar molekiiler tanit agisindan Onem kazanmaktadir. Ayrica, ilgili genlerde
saptanacak olan mutasyonlar popiilasyonumuza tani ve genetik danigma agisindan
onemli katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Santral Ser6z Koryoretinopati, KDR Geni, SNP, Goz, Sanger
Sekans



ABSTRACT

Central serous chorioretinopathy is an idiopathic ocular defect occurs in serous
tissue of the macular region. Population incidance in men is six times higher than
women. Growing evidence the formation of new blood vessel studies, showed that
intraocular hemorrhage and fluid accumulation lead to reduced vision. Vascular
endothelial growth factors (VEGFs) causes to many retinal diseases via inducing
angiogenesis and leads to macular edema by increasing vascular permeabilities. The
KDR (NM_002253) gene, is a VEGF receptor gene, localized at chromosome 4q11-12.
Given that the VEGF gene family structure and cellular mechanisms, KDR gene
mutations have been associated with central serous chorioretinopathy detachment.
There has not been any genetic studies about KDR gene related with CSCR. Previous
studies indicates that VEGF-A plays a crucial role in physiopathology of CSCR disease.
Therefore we have identified KDR gene sequence as candidate gene and region to
explain potential effects of genetic factors on CSCR.

The aim of our project is to investigate the mutation spectrum in the KDR gene
in patients with central serous chorioretinopathy and to determine the genotype-
phenotype relationship. Exonic regions of the KDR gene were sequenced with Sanger
method to 32 cases with CSCR and 32 control groups. Consequently known
rs140825421 (p>0.05) and rs2305948 (p=0,3) missense mutations, rs35961234
(p>0.05) and rs77722107 (p>0.05) synonymous, rs2219471 (p=0,59) and rs2305949
(p=0,86) intronic, rs4421048 UTR mutation and one novel hetdel TAA deletion
(p>0,05) were found.

Our results, were the first genetic study of KDR gene mutations causing CSCR.
Emphasizes the requirement for complete screening of the mRNA sequence of KDR and
VEGF-A genes for molecular diagnosis. The identification of mutations in genes of
interest would also have importance in diagnosis and genetic counseling in our
population.

Key Words: Central Serous Chorioretinopathy, KDR Gene, SNP, Eye, Sanger
Sequencing



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim ve tez ¢alismalarim sirasinda her zaman gosterdigi
ilgisi, destegi, yol gostericiligi ve bilimsel bakis agis1 kazanabilmem i¢in verdigi emek
nedeniyle Sayin danigsman hocam Yrd. Dog. Dr. Mahmut AKYOL’ a,

Yiiksek lisans egitimime baglamam i¢in verdigi firsat, teorik ve deneysel
konularda engin bilgisi ve tecriibesiyle destegini hi¢bir zaman esirgemeyen ve her daim

bana olan giiveniyle onur duydugum Sayin Prof. Dr. Osman Nidai OZES’ e,

Bu tezin gergeklestirilmesinde ve ¢alismalarimi tamamlayabilmem igin gerekli
olgular1 sagladigi i¢in Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi’ nden Saym Uz. Dr.
Muhammed Kazim EROL’ a,

Yiksek lisans egitimim ve Ogretimim boyunca derslerinde bana ogrettikleri
bilgiler ve iizerimde bulunan emekleri i¢in Saym Dog. Dr. Ahter Dilsad SANLIOGLU’
na ve Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’ ndaki degerli hocalarima, yiiksek lisans
egitimimin son donemlerinde tanistigim, tanimaktan mutluluk duydugum, derslerinde
farkli bakis acilar1 kazanmami saglayan Saym Yrd. Dog. Dr. Giil OZBEY’ e tesekkiir
ederim.

Calismalarimi  yiiriittigiim bolimiimiiz teknik ekibine, sekreterlerimize ve

Enstitli personelimize tesekkiir ederim.

Bugiine gelebilmemde her zaman yanimda hissettigim sevgi ve giivenleri, 2
yil siiresince yiiksek lisans egitimim i¢in lizerimde harcadiklart maddi manevi ¢aba,
gosterdikleri anlayis, benimle birlikte uykusuz kalan sevgili annem Nermin
ERDOGAN’ a, her kosulda verdigi destek icin kiymetli babam Bahattin ERDOGAN’ a
ve tez yazzimimda dahi destegini esirgemeyen biricik abim Alper ERDOGAN’ a tiim

ictenligimle tesekkiirlerimi sunarim.

Vi



ICINDEKILER DIZiNi

Sayfa
OZET iv
ABSTRACT %
TESEKKUR vi
ICINDEKILER DiZiNi vii
SIMGELER ve KISALTMALAR IX
SEKILLER DiZiNi X
GIRIS ve AMAC 1
GENEL BILGILER 2
2.1. Go6z ve Goziin Yapist 2
2.2. Sik Goriilen Retina Hastaliklari 3
2.2.1 Diyabetik Retinopati 3
2.2.2. Glokom 4
2.2.3. Katarakt 4
2.2.4. Yasa Bagli Makular Dejenerasyon (YBMD) 5
2.3. Santral Ser6z Koryoretinopati (SSR) 5)
2.3.1. Epidemiyoloji 6
2.3.2. Klinik Bulgular 7
2.3.3. SSR ve Sistemik Hastaliklar 7
2.3.4. Tan1 Yontemleri 7
2.3.5. Ayiric1 Tanm 8
2.4. Vazkiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF) 9
24.1 VEGF Ligandlari 9
2.4.2.  Anti-VEGF llag Terapisi 11

2.5. Vazkiiler Endotelyal Biiylime Faktorii Reseptor -2
(VEGFR-2 [KDR]) 12

vii



MATERYAL VE YONTEM
3.1 Periferal Kan Orneklerinin Alim1
3.2. Periferal Kandan DNA Eldesi
3.2.1. Kullanilan Solusyonlar
3.2.2. Islemler
3.2.3.  DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Olgiimii
3.3. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi
3.3.1. Primer Dizaym
3.3.2. PZR Programi
3.4. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Sistemi
3.4.1. %1,8” lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi
3.4.2.  Islemler
3.5. Amplikonlarin Temizlenmesi
3.5.1. Islemler
3.5.2. Temizleme Programi
3.6. DNA Dizi Analizi
3.6.1. Dizileme Reaksiyonu
3.6.2. Dizileme PZR Programi
3.6.3. Dizi Analizi Yapilacak Amplikonlarin Temizlenmesi
3.6.4. DNA Dizi Analizi Degerlendirilmesi
BULGULAR
4.1. Klinik Inceleme
4.2. Molekiiler Genetik Analiz Sonuglari
4.3. Istatistiksel Analiz ve Verilerin Hazirlanmas1
TARTISMA
SONUCLAR
KAYNAKLAR
OZGECMIS

viii

17

17
17
17
18
18
19
19
20
20
20
20
21
21
21
21
21
21
21
21

22
22
22
30
31
35
36

41



b¢

CLB

DR

dH,0
EXO-SAP
FA

Ig

KDR

mi

pl

ng
NaCl
OKT
PZR
RPE
rpm
SSR
SNP
SDS
Tm
TKM1
TKM?2
TBE
VEGF

VEGFR?2

YBMD

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Baz cifti

Hiicre Liziz Tamponu (Cell Lysis Buffer)
Diyabetik Retinopati

Distile su

Exonuclease I-Schrimpfalke Alkaline Phosphatase
Florasan Anjioskopi

Immiinoglobulin

Kinase Inserted Domain Receptor

(Kinaz Alani Boliinmiis Reseptor)

Mililitre

Mikrolitre

Nanogram

Sodyum Kloriir

Optik Kohorens Tomografi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Retina Pigment Epiteli

Dakikada doniis sayisi

Santral Serdz Koryoretinopati

Single Nucleotid Polymorphism (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
Sodyum Dodesil Siilfat

Primerin Erime/Ayrilma Derecesi (Melting Temperature)
Diisiik Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu

Yiiksek Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu

Tris Borat EDTA

Vascular Endothelial Growth Factor

(Vazkiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2
(Vazkiiler Endotelyal Biiylime Faktor Reseptorii 2)
Yasa Bagli Makular Dejenerasyon



Sekil

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.

2.5.
2.6.
2.7.
2.8.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.
4.11.
4.12.
4.13.

SEKILLER DiZiNi

Goziin Yapist

Normal ve Diyabetik Retinopatili Retina Goriintiisii

Normal ve makular dekolmanl goz

SSR tanili bir olguda meydana gelen subretinal sivida makular
elevasyonunun optik kohorens tomografi (OKT) goriintiisii
VEGEF reseptorlerinin baglanma ve sinyal yapilari

KDR proteininin ii¢ boyutlu yapisi

KDR (VEGFR-2) geninin molekiiler yapisi

KDR geninde Ig Alan-1, intron 2’ de yer alan AC ¢ift

niikleotid tekrarlayan polimorfizminin dizideki yeri gosterilmistir.
KDR geninin ekzon 11, ekzon 12 ve ekzon 13 amplikonlarinin
agaroz jel goriintiisii.

KDR geninin ekzon 6, ekzon 7 ve ekzon 10 amplikonlarinin
agaroz jel gorlintiisii.

KDR geninin ekzon 15, ekzon 18 ve ekzon 30 2 amplikonlarinin
agaroz jel goriintiisii.

KDR geninin ekzon 3, ekzon 8,9, ekzon 27, ekzon 28, ekzon 29 ve
ekzon 30 1 amplikonlarinin agaroz jel goriintiisii.

KDR geninin referans cDNA ve mRNA dizisi ve ekzon baglanma
bolgeleri verilmistir.

€.659-24G>A intronik mutasyonu

p.Val2971le mutasyonu

p.Pro590Ser mutasyonu

p.Leu612 mutasyonu

0.48495-48498 het_del TAA delesyonu

¢.*27T>C 3’UTR mutasyonu

€.2818-37A>G intronik varyanti

p.Thr1336 (c.4008C>T) mutasyonu

23

23

24

24

26
27
27
28
28
29
29
30



TABLOLAR DiZiNi

Tablo

1. VEGEF ligandlariin baglandiklar1 reseptorler ve fonksiyonlari

2. VEGF-A izoformlar1 ve heparin afiniteleri

3. KDR geni kimlik bilgileri

4.  KDR geni tirozin fosforilasyon alanlari

5. Amplifiye edilen KDR geni ileri ve geri primer ekzon dizileri

6. PZR Kimyasal Protokolii

7. DNA dizileme cihaz protokolleri

8.  SSR tanisi alan olgu ve kontrol gruplarinin yas/cinsiyet/BMI’ ya gore
dagilimi ve p degerleri

9. Hardy-Weinberg Dengesi (HWE)’ ne gore olgu-kontrol gruplarinin

mutasyon oranlarinin karsilastirilmasi

Xi

12

16

19

20

21

22

30



GIRIS VE AMAC

Retina, goz kiiresi boslugunda bulunan, i¢ kisimda ndrosensoriyel tabaka ve dis
kisimda pigmentli tabakadan olusan, goz kiiresinin i¢ yiizeyini kaplayan, ince, yari
saydam ve 1s18a ve renge duyarh iki katmanli bir yapidir. Retina, 6zellikle makulanin
(sar1 nokta, gorme merkezi) kompleks yap1 ve fonksiyonu nedeniyle ¢ok sayida gen
tarafindan kodlanmaktadir. Bu genlerdeki ¢esitli mutasyonlara gore farkli genotipik ve
fenotipik tablolar ortaya ¢ikmaktadir. Ulkemizde ve diinyada bu oftalmolojik olgulardan
en sik goriilenleri diyabetik retinopati (DR) basta olmak iizere glokom, katarakt, yasa
bagli makular dejenerasyon (YBMD) gibi hastaliklardir. Santral ser6z koryoretinopati
(SSR) genellikle 30-50 yas arasinda goriilen, erkeklerde kadinlara oranla daha sik
rastlanan (%85) idiyopatik okiiler bir bozukluktur. SSR tedavisinde ama¢ iyilesme
siirecini hizlandirmak ve tekrarlamasini engellemek, bdylece gérme keskinligi ve
vizyon Kalitesini arttirmak, komplikasyonlar1 dnlemektir. Gegmisten giiniimiize yapilan
tedavi yontemlerinde amacglanan sonuglar tam anlamiyla karsilanamamistir. Ancak
yapilan calismalar yeni damar olusumunun goz i¢i kanamalara ve sivi birikimlerine
yol agarak gOrmeyi azalttifini gostermistir. Vazkiiler endotelyal biiylime faktorleri
(VEGF’ ler) korliige yol acan goz ici yeni kan damart olusumunu uyarir. Neovaskiiler
hastalik tedavisi, mevcut gérmeyi stabilize edip ileri kayiplar1 dnleme amagh lazer
fotokoagulasyon ile iskemik dokunun argon lazeri ile tahrip edilerek
neovaskiilarizasyonu indiikleyen faktorlerin azaltilmasi prensibi ile uygulanir. Ancak bu
tedavi sonucunda doku hasari meydana gelir. Doku hasarin1 en aza indirgeyerek,
patolojik anjiogenezi engellemeye yonelik vazkiiler endotel hiicre {izerinde anjiogenik
maddeler hedef alinmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri VEGF blokaj1 yapan ilaglardir.
Anti-VEGF”’ ler biiyiime faktorlerini baskilayarak yeni anormal damar gelisimini ve
makular 6demi engeller.

VEGF’ ler anjiogenezi indiikleyerek bir¢ok retinal hastaliga sebep olur ve damar
permeabilitesini artirarak makulada 6dem olusumuna yol agar. Retinal hastaliklar i¢inde
insidansi diisiik olan SSR ile KDR geni iliskilendirilerek molekiiler genetik bir ¢aligma
yapilmamistir. Daha Onceki ¢alismalarda SSR  hastaliginda VEGF-A’ nin
patofizyolojide rol oynadigi goriilmiistiir. Bu roliin VEGF-A’ nin intraseliiler tagima
reseptorii olan KDR geni kaynakli olabilecegi literatiir tarama sonucu elde ettigimiz
kanitlara dayanarak sdylenilebilir. Caligmamizda KDR gen sekansini SSR’ nin
patofizyolojisini agiklamakta ve olasi tedavilere 151k tutmakta yardimer olabilecek aday
gen ve bolge olarak belirleyerek, KDR-SSR iliskisini tespit etmeyi amagladik.



GENEL BIiLGILER

2.1. Goz ve Goziin Yapisi

G0z, goz cukurunda (orbita) bulunan, iri bir bilye biiyiikliglinde, gormeyi
saglayan kiiremsi organdir. GOz yuvarlagini, hareketi saglayan kaslari, damar ve
sinirleri ve bunlar igin koruyucu gorevi géren yag tabakasini igerir. Igerdigi vitrdz jel,
kollojen fibriller yardimiyla g6z yuvarlagmin stabilizasyonunu saglar [1]. Isig1
gecirmeye ve kirmaya elverisli {i¢ tabakanin birlesmesinden olusmustur [2] (Sekil 2.1).

a. Sert Tabaka: Goz yuvarlaginin en dis katmamdir. Bag dokusundan olusur. Onde
saydam yapida kornea, arkada beyaz renkli skleradan olusmustur.

b. Damar Tabaka: Sert tabakanin icinde yer alir. Bol miktarda kan damar igerir.
Ug tabakadan olusur: Koroid; Damar tabakanm arkasinda biiyiik bir kismin1 olusturur.
Siliar cisim; Koroid ile iris arasindadir ve uyum isini yapan siliar kas burada bulunur.
Iris; Kasli bir yapiya sahiptir. Pigment hiicreleri icerir ve gdziin diyafram gérevini
yapar. Irisin ortasindaki bosluga pupilla (gdz bebegi) ismi verilir.

C. Retina (Tunica nervosa/Ag Tabaka): Gozin en i¢ tabakasi olup, gdrmeyi
saglayan kisimdir. Iki tip hassas hiicresi vardir: Koniler ve basiller. Koniler giindiiz
gdrmeyi, renk ve sekil gormeyi saglarken, basiller karanlikta gérmeyi saglar.

Goziin diger yapilari;

Lens (G6z mercegi): Iris ve pupillanin gerisinde, saydam, ince kenarl1 bir mercektir.
Fovea (Sar1 Nokta): Retinada, pupillanin tam karsisinda bulunur ve sadece koni
hiicrelerini igerir. Yiiksek ¢oziiniirliikte gormeyi saglar.



Sekil. 2.1. Goziin yapisi [3]
2.2. Sik Goriilen Retina Hastaliklar1

2.2.1. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati (DR), Diabetes mellitus’ lu hastalarda goriiliir ve retinay:
besleyen ince kan damarlarinda olusan hemoraji sonucu olusur [4]. DR retina yiizeyinde
neovazkiilarizasyon olusumuna neden olur (Sekil 2.2). Genellikle ani korliige neden
olur. Vitroz jelde meydana gelen siddetli kanama yeni kan damarlarinin ve fibroz
liflerinin olusumuna sebep olur. Bu durumda fibroz lifler biiziilerek retinay1 yerinden
ayrabilir. Bu da oldukga riskli bir retina dekolman tiirii olmakla birlikte vitrektomi
prosediirii ile goriis bozuklugu tedavi edilebilir [5]. Diyabetik retinopati gibi retinanin
iskemik hastaliklarinda VEGF, damar permeabilitesinin ve anormal anjiogenezin
mediyatoriidiir. Anjiogenez DR gelisiminde gorme kaybiba yol agmada anahtar rol
oynar. VEGF’ in asir1 ekspresyonu anjiogenezin artisina bunun da retinal fonksiyon
bozukluguna yol agtig1 rapor edilmistir [6]. Bu sebeple VEGF/KDR (VEGFR) reseptor
sinyalizasyon yolagi anjiogenezde, anti-VEGF terapisi de DR gibi anjiogenez ile iligkili
hastaliklarda kritik rol oynar [7].



Diyabetik:Retinopati

[Makulal I

Retina'Kan OptikSinig fGdem)]
Damarn Beyaz'Noktalar,

Sekil 2.2. Normal ve diyabetik retinopatili retina goriintiisii [8]

2.2.2. Glokom

Retinal gangliyon hiicreleri (RGCs) ve aksonlarinin kaybiyla olusan ilerleyici
optik noropati olarak tanimlanan [9] halk arasinda goz tansiyonu olarak bilinen glokom,
vitroz jeli disar1 bosaltan kanallarda yapisal tikaniklik olusmasi nedeniyle artan goz igi
basincinin, optik sinire zarar vermesiyle ortaya ¢ikar. Hastaligin baslangi¢c doneminde
genelde hastanin sikayeti olmaz, bu siire iginde gorme siniri yipranmaya devam eder.
Glokom goz i¢i basincinin ve optik sinir basinin fonksiyonlarini olumsuz etkileyecek
kadar yiiksek seyretmesi ile karakterize bir hastalik grubudur. Tiim diinyada kalic
gorme kaybina en fazla neden olan hastaliktir. Medikal tedavi, lazer ve ileri sathasinda
cerrahi operasyonlarla tedavi edilebilir.

2.2.3. Katarakt

Lensin saydamligmi kaybederek opak bir gorliinim almasi sonucu
bulaniklagmasidir. Lensin saydamligini kaybetmesi, gorme islevini saglayan sinir
tabakasina 1ginlarin ulagmasini engeller. Bu durumda gérme yetenegi azalir hatta
korliige sebep olur [10]. Katarakt her yasta goriilebilen bir hastalik olmasiyla birlikte
siklikla ileri yas hastaligidir. Genel belirtileri; goz bebeginde renk degisimi, sik sik
gozlik numarast degistirmek, gece goriisiinde azalma, bulanik ve soluk gdorme, ¢ift
gorme seklinde siralanabilir. Hastaligin tedavisi hastanin yasi, organin durumu ve
kullanilacak mercek tiiriine gore cerrahi operasyon ve FAKO (Fakoemiilsifikasyon)
yontemiyle [11] miimkiindiir.

2.2.4. Yasa Bagh Makular Dejenerasyon (YBMD)

Yasa bagli makula dejenerasyonu (Age-related macular degeneration) 50 yas
iizerindeki olgularda makulada pigmentsel ve atrofik degisikliklerle devam eden, santral
gorme keskinliginde ilerleyici azalma ile karakterize bir klinik goriinlim olarak

4



tanimlanir [12]. Makula, sar1 nokta da denilen ve keskin goérmeden sorumlu retina
tabakasinin ortasinda kiigiik bir alan1 kapsar. Sik goriilen semptomlar arasinda keskin
gormede bozukluk, bulanik-puslu gérme, goriintiilerin ortasi bulanik ancak kenarlari
normal goriinmesi, diiz ¢izgilerin dalgali goriinmesi, gérme alanin ortasinda karanlik ya
da bos bir alanin belirmesi sayilabilir. Erken ve ge¢ evre olarak iki agsamaya sahiptir. Bu
iki tip tan1 ve tedavi agisindan farklilik gosterir. Erken evre YBMD’ de gdrme
keskinligi normalken ge¢ evrede gérme kaybi goriiliir.

2.3. Santral Seroz Koryoretinopati (SSR)

Santral ser6z koryoretinopati géziin makula bdlgesinde ndral (sinirsel) retinadaki
ser6z dokuda meydana gelen dekolman olarak tanimlanir (Sekil 2.3). Hastalik ilk olarak
1866 yilinda Albrecht Von Graffe tarafindan ‘Ueber centrale recidivirente retinitis’
yani makulanin tekrarlayan idiyopatik dekolmani olarak tanimlanmistir. Maumenee
1959 yilinda, florosan anjioskopi (FA) teknigini kullanarak hastaligin retina pigment
epiteli (RPE) seviyesindeki dekolmandan kaynaklandigini belirlemis ve hastaliga adim
vermistir [14-15]. Santral serdz koryoretinopati terimi ilk kez 1967’ de Gass tarafindan
kullanilmistir [16]. SSR etyolojisinde seyrek seyirli ve gittikge siddetlenen gérmede
bulaniklik, artan hipermetropi, kromatopsi, metamorfopsi ve mikropsi en yaygin
sikayetlerdir [17-19]. Hastaligin en yogun goriildiigii popiilasyon 30-50 yas arasi erkek
bireylerdir. Genel olarak aceleci, yarismaci, agresif ve stresli bir kisilik yapisina sahip A
tipi kisiliklerde rastlanma siklig1 artar [20-21]. Norepinefrin, anjiotensin I1, vazopressin,
dopamin gibi ¢esitli vazokonstriiktif ajanlarin ve sistemik kortikosteroidlerin kullanima,
hiperkortizolemi, asir1 sigara ve alkol kullanimi, antihistaminik ve antidepresan ilaglarin
sik kullaniminda SSR’ nin goriildiigii yaymlarda rapor edilmistir [19].

Sekil 2.3. Normal ve makular dekolmanh goz. Solda normal makular alan [24], sagda ise SSR tanisi
almis hasta grubundan bir olgunun makular alanda olusan serdz dekolmani gosterilmektedir.

2.3.1. Epidemiyoloji

SSR epidemiyolojisi lizerine sistematik bir arastirma yapilmamistir. Popiilasyon
insidanst tizerine yapilan bir ¢alisma sonucunda SSR, 22.000 kiside yilda 1 olgu olarak
tespit edilmistir [22]. Bu istatistiki deger kayith retina hastalarinin %35’ ine karsilik
gelmektedir [23-25].



SSR’ yi olusturan iki tip hasar bulunur,

1- En sik goriilen tipi; SSR’ nin geng¢ hastalarinda rastlanan akut lokalize retina
dekolmani ile karakterizasyonudur. Goriis netliginde azalma ve FA’ da bir veya birkag
fokal s1zint1 goriiliir.

2- Dekompanse retino pigment epiteliyopati (RPE) veya kronik SSR RPE’ nin pigment
degisiklikleri ile s1g subretinal sivinin kronik varlhigr ile karakterizedir. Bu tip kronik
kortikosteroid kullanan SSR’ 1i olgularda siktir.

Hastaligin patogenezinde FA’ da RPE ve/veya norosensoryel retinanin
dekolmanina yol agabilecek birka¢ yirtik gosterilmektedir. RPE hiicreleri arasindaki
zonula occludens tabakasindaki bir hasarla birlikte koroid kdkenli sivinin subretinal
bosluga gecisi patogenezini olusturur. Normal dokuda g6z i¢i basing retinadan koroide
dogru dengelenmektedir. Defekt olusan RPE hiicreleri polaritelerini kaybeder ve
koroidden retinaya sivi gecisi norosensoryel RP dekolmanina yol agar. RPE’ de fiziksel
ve hiicresel boyutta hasara yol acan ve subretinal sivi ge¢isine yol agan defektlerden biri
de vaskiiler hiperpermeabilitedir. Koroin sivisi iginde doku hidrostatik basincinin artisi
ile olusur [31].

Koroid dolagiminin otoregiilasyonu bir¢ok sebeple gerceklesir. Perflizyon basinct
ile sabit kan akig1 saglanir. Bu kan akisinin devamini saglayan temel intrinsik faktor
doku oksijen seviyesidir. Yiiksek oksijen seviyesi vazokonstriksiyona (damar
biiziilmesi) sebep olur. Diisiik oksijen seviyesi de hipoksi ile indiiklenen VEGF’ in
eksprese olmasmna sebep olur. Bu da mikrodamar yogunlugunun ve
hiperpermeabilitenin artigina yol agar. Mikro damar yogunlugunun artmasiyla koroidde
taginan protein miktari artar bu da hiperpermeabilite ile retinaya protein gegisini artirir
ve madde birikimiyle makiiler 6dem olusumuna neden olur. Ayrica yliksek kortizol
hormon diizeyi de otoregiilasyonun bozulmasina sebep olabilir. Irksal faktorler baz
alindiginda Afro-Amerikanlarda goriilme sikligi beyaz ik, Latin Amerikalilar ve
Asyalilara oranla yiiksektir. Bu oranin yiiksek olmasi hastaligin irksal ve genetik
predispozisyonun varligmi one siirmektedir [31-33]. 312 olgu iizerinde yapilan
kontrollii bir ¢alisma sonucunda belirlenen risk faktorleri siralanmustir: Sistemik
glukokortikoid kullanimi, gebelik, yiiksek miktarda antibiyotik ve alkol kullanimi,
tedavisiz hipertansiyon, alerjik solunum hastaliklaridir. Sistemik glukokortikoid
kullanimi ile iligkili SSR’ de retina alt1 fibrin birikimi daha yiiksek olabilir. Hastalik
genellikle 30-50 yas arasinda, A tipi kisilik Ozellikleri tagiyan saglikli erkeklerde
gorilmektedir. Hastalar gérmede hafif bulaniklagma, metamorfopsi, mikropsi,
diskromatopsi, santral skotom, kromatopsi ya da migren tipi bas agris1 ile doktora
basvururlar [26].

2.3.2. Klinik Bulgular

Klinik muayene esnasinda genellikle arka kutupta seffaf biil ve retinada kabariklik
gozlemlenir. Subretinal sivi genellikle saydam olmakla birlikte bazen bulaniktir, i¢inde
fibrin depozitleri de bulunabilir. Kronik SSR’ 1i hastalarda subretinal lipid bulunur.
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2.3.3. SSR ve Sistemik Hastaliklar

Gebelik, son evre renal yetmezlik, organ transplantasyonu, sistemik lupus
eritematozus (SLE), yiiksek serbest endojen kortizol tiretimi, endojen minerelokortikoid
disfonksiyonu, nasal kortikosteroid inhalasyonu, sistemik ve epidural kortikosteroid
kullanim1 sonucu SSR’ nin agir formu gorilebilmektedir. SLE, poli arteritis nodosa
(PAN), Goodpasture’s sendromu, Wegener graniilomatozusu, gebelik toksemisi gibi
baz1 sistemik hastaliklar koroid iskemisi sonucu pigment epitelyum dekolmani (PED)
ve biilloz nérosensoryel retina dekolmanina sebep olabilir.

2.3.4. Tam Yontemleri
FA’ da RP epitel seviyesinde olusan sizint1 bir veya birka¢ hiper floresans
merkez halinde goriiliir.

1. Tiiten baca/Duman bacasi paterni,

2. Mantar veya semsiye,

3. Miirekkep lekesi paterni,

4. Minimal biiyliyen nokta paterni seklinde olabilir.

Optik koherens tomografi (OKT) tanida sik¢a kullanilan bir yontemdir (Sekil 2.4).
Akut dekolmani ve retina altinda sig PED’ leri gosterebilir. Kronik SSR’ de dis
retinanin altinda ndrosensoryel dekolman ile birlikte protein birikimi ve ge¢miste SSR
olusmus gézde meydana gelen RPE hakkinda bilgi verir [26]. Boylece hastanin fiziksel
prognozu tespit edilebilir. Multifokal ERG [27], mikroperimetri [28] (Retinal duyarlilik
degisimlerini 6lger), fundus otofloresans [29] (sodyum floresein verilmeksizin retina
pigment epitelindeki lipofusinden 151k yayilimi ile Ol¢lim yapar) diger tani
yontemleridir. SSR’ de serbest endojen kortizol hormon seviyeleri yiikselmis olmasina
ragmen kan tetkikleri genellikle tanida yararh goriilmemektedir.

Sekil 2.4. SSR tanili bir olguda meydana gelen subretinal sivida makular elevasyonunun optik
kohorens tomografi (OKT) goriintiisii. 1 numarali ok nérosensoriyel tabakayi, 2 numarali
ok retina pigment epitelini gostermektedir.
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2.3.5. Ayirict Tam
SSR klinik tanis1 genellikle FA ve OKT ile dogrulanir. Bazi olgularda ayirici
tan1 6nem kazanir;

1- Enfeksiyon ve inflamatuar hastaliklar.

2- Tumorler; Koroidal melanom, koroidal hemanjiom, koroidal metastaz, koroidal
osteom.

3- Vazkiiler hastaliklar; Kollajen vazkiiler hastaliklar, hipertansiyon, gebelik
zehirlenmesi.

4- Polipoidal koroidal vazkiilopati.

5- Yasa bagli makula dejeneresansi.

6-Optik pit olusumu.

Santral ser6z koryoretinopati, klinik bulgular1 oftalmologlarca iyi bilinen, tani ve
teshisi kolay konulan bir hastaliktir. Akut donemde, bircok olguda kendiliginden
diizelme olasilig1 yiiksektir, bu nedenle tedavi gerekli goriilmezken kroniklesen
olgularda tedavi secenekleri gozden gecirilmelidir. SSR’ nin tedavisinde asetozolamid,
beta-blokor ajanlar kullanilmis olup bu tedavilerin birbirlerine istiinligiinii belirten bir
calisma bulunmamaktadir [26]. Termal ve fotodinamik lazer (PDT) ve anti-VEGF ilag
uygulamalar1 secilmis olgularda uygulanmaktadir. Tedavi seceneklerinden biri olan
intravitreal anti-VEGF ila¢ enjeksiyonlarinin kesin etkisi tam olarak bilinmemekte ve
olgu secimi, ila¢ se¢imi, dozu ve siklig1 halen tartigilmaktadir.

2.4. Vazkiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vazkiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) 45kDa agirliginda homodimerik
glikoprotein ailesinden olup yeni kan damarlarmin olusumu (anjiogenez) gibi
embriyogenez (vazkiilogenez) esnasinda [30] vazkiiler sistem ve lenfatik sistem gelisimi
(lenfanjiogenez) igin kritik rol oynayan bir proteindir. Endotel hiicreleri i¢in mitojeniyi
ve migrasyonu saglayan VEGF, ovulasyondan kisa siire 6nce ovaryum folikiillerinden
salgilanir ve anjiogenezi hizlandirir. Ovulasyondan sonra VEGF protein sekresyonu
korpus luteum tarafindan gerceklestirilir [35-36]. VEGF ve reseptorlerinin gen
ekspresyonunu indiikleyen ve bu yolla anjiogenezi baslatan faktorler hipoksi,
inflamatuar sitokinler ve onkogenlerdir [37]. Bunlardan en efektif olaninin hipoksi
oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan caligmalar gostermistir ki biliylimekte olan tiimorler
hipoksik merkezler olusturarak yeni damar olusumuna ihtiya¢ duymaktadir [34]. Hiicre
oksijensiz kaldiginda, transkripsiyon faktorii olan hipoksi ile indiiklenebilen faktor
(HIF-1o)) yapimu artar. HIF-1a VEGF protein sekresyonunu uyarir. Bu durum da VEGF
ekspresyonunun artmasina sebep olur. BoOylece VEGF reseptorlerine baglanarak
anjiyogeneze yol agan tirozin kinaz yolagini tetikler. VEGF protein sentezi hipoksi
tarafindan indiiklenirken, CO tarafindan inhibe edilmektedir. VEGF’ in salg1 aktivitesini
regiile eden hidrofobik N-terminal dizilerinde cDNA sekanslari sifrelenmistir [32].

Son yillarda VEGF proteini ile ilgili yapilan ¢alismalarda, trombosit kaynakli
bliylime faktorii PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) siiper ailesinin 6nemli bir
tiyesi olduklar1 ortaya koyulmustur. VEGF ailesi; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
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D, VEGF-E, VEGF-F ve Plasenta biliylime faktorii (PLGF) adi verilen yedi liyeden
meydana gelir. Memelilerdeki bes ¢esit VEGF ligandi farkli fakat yapisal olarak benzer
baglant1 bolgelerinde goriiliir. Bu ligandlar ii¢ reseptor tirozin kinaza (RTK) birebir
ortiisen sekilde baglanir. Bu RTK” lar ko-reseptorler olan heparan siilfat proteoglikanlar
(HSPG) ve noropilinler (NRP) ve ana reseptorler olan VEGF reseptor-1 (hematopotik
hiicre gelismesi), VEGFR-2 (vazkiiler endotelyal hiicre gelismesi) ve VEGFR-3
(Ienfatik endotelyal hiicre gelismesi)’ tiir.

2.4.1. VEGEF Ligandlar:

VEGEF’ ler iki sistein aminoasitinin (Cys/C) baglanmasiyla olusan disiilfit bagi
ile bagl glikoproteinlerden salgilanir. Memelilerde VEGF ailesi bes iiyeden olusur;
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasenta biliylime faktorii (PLGF/PIGF).
Ayrica yapisal olarak VEGF’ e benzer protein igeren parapoxvirus’ de VEGF-E ve yilan
zehrinde de VEGF-F olarak bilinen protein grubu goriiliir [38]. Tablo 1° de VEGF
ligandlarinin baglandiklari reseptorler ve fonksiyonlar1 verilmistir.

Tablo 1. VEGF ligandlarinin baglandiklari reseptorler ve fonksiyonlari

LIGAND RESEPTOR FONKSIYON
VEGFR-1, KDR ve Anjiogenez, vaskiiler
VEGF-A Néropilin-1 permeabilite
Monosit aktivasyonu ve
VEGF-B VEGFR-1 farklilagmasi, embriyonik
anjiogenez
VEGF-C KDR ve VEGFR-3 Lenfanjiogenez
VEGF-D KDR ve VEGFR-3 Lenfanjiogenez
VEGF-E (viral KDR Anjiogenez, permeabilite
faktor) artirici faktor
VEGF-F (yilan KDR Anjiogenez, vaskiiler
venom tipi) [39] permeabilite [40]
PLGF VEGFR-1, Noéropilin-1 Anjiogenez ve inflamasyon

[k kesfedileni ve iizerinde en ¢ok calisilmis olan prototipik formu VEGF-A’ dr.
Ilk kez 1983 yilinda Senger ve arkadaslari tarafindan tiimér salgilayici vazkiiler
gecirgenlik faktorii (VPF) olarak tanimlanmistir [41]. Noron hiicrelerinde dnemli role
sahip dimerik bir glikoproteindir. Kan damarlarinin biiylimesinde dominant indiikleyici
oldugu distinilmektedir. Alti adet izoformu vardir. Bunlar; VEGFi21, VEGF4s,
VEGFi65, VEGF133, VEGF139 Ve VEGF,06 (alt numaralar protein yapisindaki aminoasit
sayisin1 gostermektedir) olarak bilinir. Heparine baglanma afinitelerindeki farklilik [42],
hiicre ylizeyine ve ekstraseliiler matrikse (EM) baglanma diizeylerini etkilemektedir.
Tablo 2’ de VEGF-A izoformlar1 ve heparin afiniteleri verilmistir.



Tablo 2. VEGF-A izoformlar1 ve heparin afiniteleri

IZOFORM OZELLIK

VEGF;» Heparine baglanmaz, kolay diffiize olur.

VEGF45 Heparin afinitesi digiiktiir.

VEGFig5 Heparin afinitesi diisik, VEGF-A’ nin
biyolojik olarak en aktif formdur.

VEGFg; Heparin icin gii¢lii afiniteye sahiptir.

VEGF g9 Heparin ve heparan siilfat proteoglikanina
baglanmay tetikler ve stimule eder.

VEGFp Heparin icin gii¢lii afiniteye sahiptir.

VEGFig5 izoformunda proteinin biiyiik bir bolimii EM’ ye bagh kalirken bir
bolimii ¢oziinmektedir. VEGF165, VEGFR-1 ve KDR (VEGFR-2) reseptor tirozin
kinazlara baglanir [33]. VEGFi65 KDR sinyal yolaklarin tetikleyen ve NRP-1 ve NRP-
2 ko-reseptorlerine baglanan tek varyantidir [26, 33]. VEGF65° in VEGFR-1 ve KDR
(VEGFR-2)’ ye baglanmasi PI3K, PKC yolaklarini aktive eder [37].

VEGF-B, %23 homoloji gosterdigi VEGF-A’ dan altinc1 ekzonda olusan alternatif
splays ile farklilasir. Etkisini VEGFR-1’ e (Flk-1) baglanarak gosterir (Sekil 2.5).
Ekspresyonu diisiik oksijen seviyesi ile indiikklenmemektedir [43]. VEGF-C ve VEGF-
D, 16% ve 31% oraninda VEGF-A ile homoloji gosterirler [33]. Yapisal ve islevsel
olarak birbirlerine benzerler. VEGF-C’ nin asir1 ekspresyonu lenfanjiyoma hatta
metastaza yol acar. Dordiincli kromozom iizerinde bulunur. VEGF-D, C-terminal
bolgesinde sistein alanlarindan zengindir. X kromozomu iizerinde bulunur. Genellikle
akciger bronglarinin etrafini sarar. VEGF-E, etkisini KDR’ ye baglanarak gosterir.
Kuvvetli mitojenik etkiye sahiptir. Endotel hiicrelerin proliferasyonu ve kan
damarlarinin gegirgenligini arttirr. VEGF-F, heparin baglanma alanina takilan C-
terminal bolgesinde yer alir. PIGF, VEGF ailesinde tanimlanan ilk plasenta biiylime
faktoriidiir. Ondérdiincii kromozom iizerinde yer alir. Iskemi, inflamasyon, yaralanma
ve kanser gibi durumlarda anjiogenez igin énemlidir. Insandaki proteolitik siire¢ VEGF-
C ve VEGF-D’ nin KDR’ ye de baglanmasina izin verir [44].
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VEGFR1 VEGFR1 VEGCFRz VEGFRz VEGFR3
VEGFR2 VEGFR3
heterodimer heterodimer

Sekil 2.5. VEGF reseptorlerinin baglanma ve sinyal yapilar1 gosterilmektedir. Memelilerde VEGF,
VEGF reseptoriiniin (VEGFR) homodimer ve heterodimer formasyonunu saglayan 3 cesit
VEGF reseptor tirozin kinaza baglanirlar. VEGF-C ve VEGF-D’ nin proteolitik siireci
KDR (VEGFR2)’ ye baglanmasini saglar [45].

2.4.2. Anti-VEGF lla¢ Terapisi

Giliniimiizde anjiogenez yolaklar1 agiga kavustukca bir¢ok yeni tedavi yollari
da bulunmaya baslamistir. Bunlardan en yaygin olanlar1 Ranibizumab, Bevacizumab ve
en yeni olanlarindan Conbercept ve Ramicirumab antikorlaridir. Ranibizumab 2006
yilinda FDA onay1 alan retinal damar tikaniklifina bagli makiiler 6dem hasarinin
tedavisinde kullanilan 48kDa agirliginda rekombinant insan 1g-1 antikor fragmentidir.
Tiim VEGF-A izoformlarina baglanir. Bu sayede KDR protein sinyalizasyonunu bloke
ederek PI3K, MAPK gibi endotel hiicre proliferasyonu yolaklarinin aktivasyonunu da
engeller. Boylece neovazkiilerizasyon ve hiperpermeabilite ile karakterize SSR’ nin
gelisimini de engellemis olur. Ancak yapilan bir ¢calismada SSR tanisi alan olgularda
Ranibizumab muamelesiyle retinanin dis (OL) ve dis niiklear tabakasinda (ONL)
incelme gorildigi rapor edilmistir [46]. Aymi yayinda ONL’ de olusacak olan
incelmenin kotli gorme prognozuyla sonuglanacagi bildirilmistir. Bevacizumab tiim
VEGF-A izoformlarina baglanarak inaktive eden 149kDa agirliginda rekombinant
monoklonal 1gG antikorudur. 2004 yilinda FDA tarafindan onaylanan ilk anjiogenik
ilagtir [47]. Onaylanmis kullanim alani olan kolorektal kanser, kii¢iikk hiicreli dis
akciger kanseri disinda okiiler hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir.
Conbercept, VEGFR1’ in II. Ig alanina ve KDR’ nin III. ve IV. Ig-benzer alanina
baglanan rekombinant fiizyon proteinidir [48]. Tim VEGF izoformlarina yiiksek
afiniteyle baglanmasi igin yalanci reseptor olarak dizayn edilmistir. Ramicirumab,
VEGF-A’ nmn tiim izoformlarina reseptorii olan KDR’ den daha yiiksek afiniteyle
(50pM) Ig. HI-TII” den baglanip, kor aktivasyonunu inhibe eder. Anti-VEGF terapisinde
kullanilan diger ajanlar VEGF/KDR eksenini hedef olarak gdsterirken Ramicirumab
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KDR proteininin ekstraseliiler alanina spesifik olarak baglanir. Boylece bu terapdtik
onayli hedefe tim VEGF ligandlarinin baglanmasi engellenir. Sadece VEGF-A’ ya
baglanan Bevacizumab’ 1 aksine Ramicirumab tiim bilinen VEGF’ lerin KDR’ ye
baglanmasin1 bloke eder [49]. Yiiksek spesifite ve daha iyi anlasilmis hedef
inhibisyonunun kombinasyonu ile anjiogenezi kontrol etmek miimkiin olabilir.

2.5. Vazkiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptor -2 (VEGFR-2 [KDRY])

VEGF-A altinc1 kromozomun kisa kolunda onikinci bantin ii¢iincii alt bantinda
bulunur, iki farkli hiicre yiizey reseptoriiyle (VEGFR-1 ve KDR) baglanir. KDR bir
kinaz ekli alan reseptoriidiir (KDR, tip III reseptdr tirozin kinaz). Flk1 (Fetal Liver
Kinase 1) olarakta murin homologu bulunur. Ilk olarak 1991 yilinda Terman ve
arkadaslar1 tarafindan izole edilmistir. Tirozin kinazlar protein fosforilasyonunda rol
oynayan enzimlerdir. Kinazlar yoluyla proteinlerin fosforilasyonu, sinyal iletim
mekanizmasinda 6nemli rol oynar. KDR, dordiincii kromozomun uzun kolu iizerinde
onbirinci ve onikinci bantlar1 arasinda (4q11-12) yerlesmistir [50]. Sekil 2.6’ da KDR’
nin {i¢ boyutlu yapisi verilmistir. Tablo 3> de KDR geni i¢in NCBI veri tabaninda yer
alan kimlik bilgileri verilmistir.

Tablo 3. KDR geni kimlik bilgileri

LOKUS NG 012004, 54337 b¢ DNA c¢izgisel PRI

Homo sapiens kinaz ekli alan reseptdrii (tip III reseptdr
tirozin kinaz) (KDR), RefSeqGene kromozom 4 iizerinde;

TANIM 4911.12
NG_012004, NM_002253
ERISIM NO.
Homo sapiens: Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata;
ORGANIZMA Vertebrata;
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Sekil 2.6. KDR proteininin ii¢ boyutlu yapisi.

KDR geni VEGF kaynakli endotel hiicre proliferasyonu, sagkalim, migrasyon ve
tiibiiler morfolojileri gibi fonksiyonlarinin ana aracidir. Fosforilasyonu genellikle hedef
proteinin enzim aktivitesini, hiicresel lokalizasyonunu ve diger proteinlerle etkilesimini
degistirerek fonksiyonel degisikliklere sebep olur. Sitoplazmik kinaz alanlarindaki
tirozin rezidiilerinin otofosforilasyonu ile endotel hiicrelerindeki KDR araciligiyla
VEGF’ in mitojenik ve kemotaksisitesini aktive ederken VEGF’ in izoform-1
(VEGFi65)” e baglanmasiyla da hem hiicre membran gegirgenligini artiran Src’ nin
fosforilasyonunu baslatir hem de mitojen aktivite protein kinaz (MAP kinaz), AKT,
eNOS gibi sinyal yolaklariin aktivasyonu ig¢in ortam saglar. Bu yolaklar endotel
hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu i¢in 6nemlidir. KDR geni VEGF-A, VEGF-
C ve VEGF-D i¢in hiicre yiizey reseptoridiir. Bir ligand baglanmadig1 siirece enzim
inaktif yapida bulunur. VEGF-A, VEGF-C ya da VEGF-D’ ye baglanmasi
dimerizasyonuna ve tirozin rezidiileri iizerinden otofosforilasyonuna neden olup bu da
KDR aktivitesi ile sonuglanir. Bu aktivasyon protein tirozin kinaz (PTK) inhibitorii olan
SU5614 (((32)-5-Chloro-3-[(3,5-dimethyl-1H-pyrrol-2-yl)methylene]-1,3-dihydro-2H-
indol-2-one) ile inhibe edilir. Anjiogenez, vazkiiler gelisim ve gegirgenlik ve
embriyonik hematopoezde Onemli rol oynar. Aktin sitoiskeletinin yeniden
sekillenmesini saglar. Transmembran alana takili izoform 2 ve izoform 3, VEGF-A,
VEGF-C ve/veya VEGF-D’ nin yalanci reseptorii olarak yer alir. Izoform 2, VEGF-A
ve VEGF-C kaynakli lenfanjiogenezi, negatif diizenleyicileri roliinde serbest VEGF-A
ve VEGF-C miktarlarin1 azaltmada gorev alir. Ayrica paralogu olan FLT4’ e
baglanmalarin1 da engeller. KDR, VEGF-A ve VEGF-C’ ye baglanarak homodimer
olusturur ve heterodimer olusturarak FLT1 ve FLT4 sinyalizasyonunu saglar.

KDR proteini hiicre membrani, sitoplazma, nukleus ve erken endozomlarda
lokalize olmustur. Sitoplazmik vezikiillerde de goriilir. VEGF-A’ nin baglanmasiyla
tetiklenen fosforilasyonu, hiicre icine molekiil alinimini ve degredasyonunu hizlandirir.
Ayni zamanda nukleusa translokasyonunu da saglar. KDR proteini bir hiicre ylizey
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belirtecidir ve sinyalizasyonu endotel prekiirsor hiicrelerin farklilagmasina sebep olur.
Endotelyal progenitér hiicreleri (EPH), endotelyal hiicreler, ilkel ve daha olgun
hematopétik hiicreler gibi ¢ok gesitli bolgelerde ifade olur. KDR geni nakavt fareler ile
yapilan ¢aligmalarda KDR’ nin kan-damar aginin gelismesinde ve anjiogenezinde kritik
rol oynadig1 gosterilmistir. VEGF, KDR’ ye baglandiktan sonra EPH’ deki ve
endotelyal hiicrelerdeki bir¢ok erken sinyal yolagini aktive eder. Diizensiz damar
biiylimesi pek ¢ok hastaligin patojenezinde gozlenmistir. Proliferatif retinopati, timor
olusumu ya da romatoid artrit, koroner kalp hastaligi gibi sistemik hastaliklar bu
duruma 6rnek verilebilir. Bununla birlikte KDR geninde meydana gelen SNP’ ler meme
kolorektal kanser ve prematiire ovaryen yetmezligi (POF) gibi hastaliklarda da
gorilmiustir [51].

KDR geninin 30 adet ekzonu bulunmaktadir. 1356 aminoasitten olusur ve 151.527
Dalton agirligindadir. Hiicre dis1 alan, ikinci ve ii¢lincii bolgesi VEGF-A’ ya baglanan 7
adet Ig-benzeri alani kapsar (I-VII) ve sistein rezidiileri arasinda disiilfit baglariyla
stabilize edilmistir. Hiicre i¢i bolge 70 aminoasit igeren iki adet kinaz-ekli alan ile hiicre
dis1 bolgeden ayrilir. 20 aminoasitlik helikal transmembran alan1 onaltinci ekzonda yer
alir (Sekil 2.7). 9 aminoasitlik niikleotid baglanma bolgesi onsekizinci ekzonda bulunur.
Yirmikinci ekzonunun aspartik asit (D) kodlayan (GAC) bolgesi aktif bolge olarak yer
alirken KDR geninin ATP baglanma boélgesi asparajin (K) kodlayan (AAA) bolgesidir.
Protein kinaz alani ise onyedinci ve yirmialtinci ekzonlar1 arasinda yer alir. 43
aminoasitlik Juxtamembran alaninda gerceklesen bir mutasyon liganddan bagimsiz
reseptor aktivasyonuna sebep olur. Bu alan, reseptor aktivitesini diizenler ve tirozin
kinaz alanlarinin baglanma bolgesidir.
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Sekil 2.7. KDR (VEGFR-2)’ nin molekiiler yapisi

Intraseliiler alandaki 5 tirozin rezidii ana fosforilasyon alam1 olarak
tanimlanmistir (Y951, Y1054, Y1059, Y1175 ve Y1214). Bu alanlarda gergeklesen
fosforilasyon, bitisigindeki aminoasit dizisi ile birlikte yapisinda SH2 bolgesi
bulunduran sinyal iletim molekiilleri i¢in baglanma bdlgesi olusturur. KDR geninin
fosforilasyon alanlar1 Tablo 4° de verilmistir.
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Tablo 4. KDR protein tirozin fosforilasyon alanlari

Tirozin Rezidi Aminoasit Sekans1 | Baglanma Alam

(Tyn)

Y951 QGKDYGAI Kinaz ekli alan
Y1054 ARDIYKDPD Kinaz Alani 2
Y1059 KDPDYVRKG Kinaz Alam 2
Y1175 DGKDYIVLP C-terminal bolgesi
Y1214 PKFHYDNTA C-terminal bolgesi

Biyoinformatik analizlere dayanilarak SNP-604T/C (rs2071559) transkripsiyon
faktorii E2F (KDR geninin promotor bolgesinde bulunur, KDR’ nin ekspresyonunda
degisiklige sebep olur.)’ nin baglanma noktasinda yapisal degisiklige yol agtig1 tespit
edilmis. Ekzonik polimorfizmler olan SNP1192G/A [(rs2305948) ex.7] ve
SNP1719A/T [(rs1870377), ex.11] ekstraselliiler bolgenin ti¢iincii ve besinci NH,- ucu
Ig-benzer alaninda bulunup ve ligand baglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu
polimorfizmler 297 pozisyonundaki valin aminoasitinin izoldsine (297V>I) ve 472
pozisyonundaki glutamin aminoasitinin histidine (472 Q>H) doniismesine neden olur
[52]. Yapilan tek niikleotid polimorfizmi ¢alismasinda, kolorektal kanser (KRK) teshisi
koyulmus hastalarin genomik DNA” sindan alinan verilerle KDR 1192 C/T ve -604 T/C
tek niikleotid polimorfizmi saptanmis ve bu polimorfizm mikrodamar yogunlugu ile
iliskilendirilmistir [53]. Bu durum KDR geninde meydana gelen tek niikleotid
polimorfizminin yeni damar olusumu tiizerinde etkisini gostermektedir. KDR (AC)10-14
tekrarlayan ~ polimorfizmi, skuamdz  hiicre karsinomasinin  klinikopatolojik
karakteristigiyle korelasyonu tespit edilen tek polimorfizm oldugu gosterilmis (Sekil
2.8). KDR +4422 (AC)10.14 cift niikleotid tekrarlayan polimorfizminin skuaméz hiicre
karsinomasinin sagkalim ve metastaz siiresi i¢in bagimsiz bir prognostik tanimlayicisi
oldugu tanimlanmis [54].

9601 taattgttca taagtggtga gotttctaag aactgatgta ataatggaaa atgagaagaa
9661 ttttctotea aaaattctgt acaattttge tggtgttttt atactattot ctgocaacat -4397T»C rs2071559
8721 geatacacac acacacacac acacgcacac aaatacacac CCacacccac attccaataa 2+4422 (AC) 10-14
9781 ccagtacagc cacctggogt atagtagaca tacgcotcaat aaatatgaat gaataaatga
9841 agttgagggec atacatttaa ggaatagagt tgaaaaaatt tgggactata tttattatgcl

Ig Domain 1

Sekil 2.8. KDR geninde 1g Alan-1, intron 2” de yer alan AC ¢ift niikleotid tekrarlayan polimorfizminin
dizideki yeri gosterilmistir.
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MATERYAL ve YONTEM

Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Gz Hastaliklari Anabilim Dalina
basvuran ve SSR tanis1 almis 32 yetiskin olgudan ve 32 kontrol bireyinden kan
ornekleri alinmistir.

3.1. Periferal Kan Orneklerinin Ahm

SSR tanist almis olgulardan 5cc olacak sekilde periferal kan Ornekleri uzun
stireli saklama amagli kanlar KSEDTA’ll steril tiiplere [Venoject®] alindi. DNA
izolasyon islemine kadar +4°C’ de saklandi.

3.2. Periferal Kandan DNA Eldesi

Olgularin genomik DNA’lar1, periferal kandan MagNA Pure LC DNA izolasyon
Kit 1 (Roche) [55] ve modifiye non-enzimatik metod ile izole edildi [56]. DNA
izolasyonu icin kullanilan ¢ozeltiler ve islem basamaklar1 agagidaki gibi uygulandi.

3.2.1. Kullanilan Solusyonlar

CLB 1X (Hiicre Liziz Tamponu)
0.32 M Siikroz (Merck)

10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)
5mM MgCl, (Merck)

%1 Triton-X (Sigma)

Yukarida verilen konsantrasyonlari saglayacak sekilde dH,O ile hazirlanan 1X
CLB tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra +4°C’ de saklandh.

TKM1 (Diisiik Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)

10mM KCI (Reidel-de Haen)

10mM MgCl; (Merck)

2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)

Yukarida verilen konsantrasyonlari saglayacak sekilde dH,O ile hazirlanan
TKM1 tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

TKM2 (Yiiksek Konsantrasyonlu Tuz Soliisyonu)
10mM Tris HCI pH 7.6 (Sigma)

10mM KCI (Reidel-de Haen)

10mM MgCl; (Merck)

0.4mM NaCl (Carlo Erba)

2 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)
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Yukarida verilen konsantrasyonlari saglayacak sekilde dH,O ile hazirlanan
TKM2 tamponu otoklavda sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

%10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisi
1 gram SDS (Q-Bio gene) 10 ml dH,O’ da ¢oziildiikkten sonra filtreden
gecirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda saklanda.

6 M NaCl (Sodyum Kloriir)
35.06 gram NaCl (Carlo Erba) 100 ml dH,O’ da ¢oziilerek otoklavda sterilize
edilerek oda sicakliginda saklandi.

%70’lik Etanol (C;HsOH)
%96 lik 70 ml etanol, 30 ml dH,O ile karistir1ld1 ve +4°C’de saklandu.

3.2.2. lislemler

50 ml’ lik steril falkon tiiplerine, iizerlerine hastalarin isimleri yazildiktan sonra
3 ml’ ser kan homojenize sekilde aktarildi. Eritrositleri parcalayarak uzaklastirilmasini
saglayan 1X CLB, kan miktarinin 3 kat1 hacim kadar (9ml) iizerinde eklendi. 5 sn. kadar
vorteks ile karistirildi. Bu asamada CLB’ nin eritrositleri parcalamasi amaglandi. 3000
rpm’ de 10°C’ de 10 dakika santrifiij edildi. Supernatant atildi. Cékelti elle vurularak
homojenize edildikten sonra iizerine 5 ml TKMI1 solusyonundan eklendi. Vorteksle
karistirilarak homojenize edildikten sonra oda sicakhiginda 3000 rpm’ de 10°C’ de 10
dakika santrifiij edildi. Supernatant dokiildii. Cokelti elle vurularak homojenize
edildikten sonra tizerine 1.5 ml TKM2 ve 100ul %10 SDS solusyonlarindan eklendi.
TKM 2, 1s1 araciligiyla lokositleri parcalar ve nukleustaki DNA’ nin agiga ¢ikmasini
saglar. Tiip alt iist edilerek karigmasi saglandi. Cokelti tamamen homojenize olana
kadar 65°C°de 30-60 dakika siireyle benmaride inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 570
pul 6M NaCl eklenip vortekslendi. Beyaz kopiiklii bir gorlinim elde edene kadar
vorteksle karistirildi. 3000 rpm’ de 10°C’ de 10 dakika santrifiij edildi. Cokelti atildi.
Supernatant, icerisinde 1:2 oraninda (4,5 ml) %96’ lik soguk EtOH bulunan 15 ml’ lik
falkon tiiplere transfer edildi. Tiip alt list edilerek DNA’ nin kondanse olmasi1 saglandi.
DNA’ lar igerisinde 500 pl %70’ lik soguk EtOH bulunan ependorf tiiplere aktarilarak
yikanmasi saglandi. Ependorflar 3000 rpm’ de 13 dakika oda sicakliginda santrifiij
edildi. Dokelti atildi. Tiip igerisinde ¢okelti halinde bulunan DNA 5-10 dakika etiivde
kurutuldu. Uzerine DNA’ nin ¢dziinmesi ve uzun siire saklanabilmesi igin 300ul 1X
Tris EDTA eklendi. Elde edilen DNA o6rneklerinin optik dansite Olclimleri
spektrofotometre ile yapildi.

3.2.3. DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Izole edilen gDNA &rneklerinin miktar ve saflik derecelerinin belirlemek i¢in
spektrofotometre ile Olgimler yapildi. Optik  dansitelerini  belirlemek  igin
spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda Sl¢iimleri yapilarak DNA
ornekleri ¢ikan degerlere gore 15ng/ul olacak sekilde sulandirildi.
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3.3.  PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) analizleri i¢in ABI 2720 Thermal Cycler ve
AB Veriti 96 well Thermal Cycler marka cihazlar kullanildi. Amplifikasyon iiriinlerinin
yaklasik boyutlar1 hazirlanan %1,8’ lik agaroz jel ile agaroz jel elektroforezinde
ol¢iildii.

3.3.1. Primer Dizayni

Primerler ortalama GC yiizdesi yaklasik 45% olacak sekilde dizayn edildi. 17-27
bazlik ileri ve geri primerler liyofilize edilerek tuzla saflagtirilip sentezlendi.
Sentezlenen primerler Ty derecelerine gore PZR Oncesi optimize edildi. Tablo 5° de
amplifiye edilen KDR genine ait ekzon dizilerinin ileri ve geri primer dizileri
verilmistir.

Tablo 5. Amplifiye edilen KDR geni ileri ve geri primer ekzon dizileri

KDR ILERI (Forward) GERI (Reverse)

EXON 5 3 §7emmmmeees ¥
Ekzon 1 TGGGAGCTGGAGATCG CTGGCTTTCAGGTCCTCTCC
Ekzon 2 GCATTGTTTATGGAAGGTGTTTC AACCTCACCACTTATGAACAATTAC
Ekzon 3 AATAGCCTCACAGTCTGGCAC CCTTTAGAGCAAGCCCTTTG
Ekzon 4 GTGAGGTGTCCCTTCCAGTC TGCATTTGACCCTTCCTAAAG
Ekzon 5 CTTCAGTGATCATTGTACATGGC TGTTATCTCCAAGATCTTAATACAAGG
Ekzon 6 TGCAAAGTTATAGGCTTATTTGCTC TCAAGCAAACTTCACTGGGG
Ekzon 7 TGCATGAGGTTAAAAGTTCTGG CTCTAGGTCATGTGGCCTCC
Ekzon
8 9 AAAACTAAATCAAATGACCATTTACAG TGGTTTGGCTGATTTGGAAG
Ekzon 10 TCTATTTCCCATTCTTCAAAGC GGTTTAGGCTTCATTTAGG
Ekzon 11 CCAAAGTCTGAATCTTTTCCTTACTC GCCTCACATATTATTGTACCATCC
Ekzon 12 GCTGGACTGAGTGCTTGTGC CAGGGAATTACATAGCTTAGTACCC
Ekzon 13 GCAAGATGATAGTGAGCTGTACC GCATAGCACCTGAATTGCAC
Ekzon 14 TTGCTGATACCAGAACCATTTC TTTTAGATAACATCCCTGGGAAAG
Ekzon 15 AGAACAAGATGAAGGGCAGC AGAATGTGTGGCGTTTGG
Ekzon 16 TGGTAAGCTTGGGATTTTGC CATTGAGCCAATAACAATGGG
Ekzon 17 AGCAATAACAAGCACACAAAAC GGAGGAAGAGATGGCCTGG
Ekzon 18 ATTGGGATGTATGGTCACCC GCACAAAGCTACTGATACAAGCC
Ekzon 19 CCCCAATTATTGAAGGAAATG TCCCTCAAACACTATCAGAGAGG
Ekzon20 |  TTAAACGCTTAGTGAGGAATATGAG TGTACCATTTTGAGTTTCCCTTC
Ekzon 21 TTTCAATTATCTCCATGGTTTACTAC CCCTATCACCCTGTCTGCTC
Ekzon22 |  CcTCTAGCAAACTTAGAAACATCACAC TGGACATCTTATTTCCAAACCTG
Ekzon
23 24 TTTGATGCATGAGGTCACAAC GACAACTTTTGTCTTCCTCTTTG
Ekzon 25 TGTGCAAGATTCAGGCTCAG TTCCAGGCAAGGAGAATTTG
Ekzon 26 TGCTTATTTTCAGCATTCAGG CAGGCAGTAGGAAAGTCCTTG
Ekzon 27 TGAAAAGGCACTTGAAGAACTG CTCCCGAGATGGCCTTG
Ekzon28 |  GAAAGATAATGAACTTAGGTAGCCG TTATCTAGCTAGTGTTTCATCCTTTG
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Tablo 5. (Devami)

Ekzon 29 GATAGATGGGTTGAGAAATCAGC GACCCCATAGGGAAAATTCTG
Ekzon

30 1 AGTTGGGAATGGGGTGAGG TTGAACGTCTTTGTTCTAAACCC
Ekzon

30 2 TCCCAGTGTTGACCTGATCC AAAGGATCAGCCTGGGAGAC

Tablo 6° da KDR genine ait ekzon dizilerinin PZR amplifikasyonu i¢in gerekli olan
kimyasallar1 ve miktarlar1 verilmistir.

Tablo 6. PZR Kimyasal Protokolii

BILESEN 1 KUYUCUK iCIN MIKTAR
2X GML PZR Karisimi Sul
G/C Enhancer Tamponu Tl
Ileri Primer 0.5ul
Geri Primer 0.5ul
GML Tag DNA Polimeraz 0.1ul
gDNA  (15-20ng/pl) lul
ddH,0 2ul
TOPLAM 10pl

3.3.2. PZR Programm

Baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C” de 10 dakika; denatiirasyon 95°C” de 30 saniye,
birlesme ekzon 3 ve ekzon 8 9 i¢in 58°C’ de, ekzon 15, ekzon 18 ve ekzon 30 2 i¢in
61°C’ de, ekzon 26 icin 60°C° de diger tiim ekzonlar icin 57°C’ de 1 dakika, uzama
72°C’ de 50 saniye olacak sekilde 40 dongii; son uzama ise 72°C’ de 7 dakika olarak
ayarlandi.

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Sistemi

3.4.1. % 1.8’ lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1.8 gram agaroz (Sigma) tartilarak 100 ml 1X TBE’ de (Tris-Borat-EDTA)
¢ozildi. 50-55°C° ye gelene kadar sogutuldu. 5 pl etidyum bromiir ilave edildi.
Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek ¢eker ocak igerisinde sivi agaroz jel
elektroforez kiivetine dokiildii. 25°C* de 15-20 dakika polimerize olmast i¢in beklendi.
Jel polimerize olduktan sonra taraklar jelden alindi ve agaroz jel, igerisinde 1X TBE
bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.

3.4.2. Tslemler

3 pul PZR iriini ve 100 b¢’ lik markir yiikleme tamponu kullanilarak
kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez tankina bagh gii¢ kaynagi ile 90 voltta 30 dakika
yiiriitiildii. Stire sonunda 6rnekler UV 151k veren transilluminatdér yardimiyla incelendi.
Syngene (Ingenius) transilluminator aletine bagli olan monitorlii sistem kullanilarak
fotograflar alindu.
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3.5.  Amplikonlarin Temizlenmesi

Amplifikasyon irlinlerini baglanmayan primer ve dNTP artiklarindan
temizlemek i¢in, Genomed marka Ekzonukleaz | ve Shrimp Alkalin Fosfataz (EXO-
SAP-IT) enzim karisimi kullanilarak gergeklestirildi.

3.5.1. Islemler
Her bir PZR amplifikasyon tiriiniinden 5 pl alinarak yeni 96-kuyucuklu plate
formatina aktarildi. Uzerlerine 2 pl EXO-SAP-IT enzim karisimi eklendi.

3.5.2. Temizleme Programi

PZR amplikon iiriinleri temizlik asamasi icin 37°C” de 30 dakika inkiibe edildi,
inaktivasyon i¢in 80°C” de 15 dakika ve 1 dongiide ABI 2720 Thermal Cycler ve AB
Veriti 96 well Thermal Cycler cihazlarinda galistirildi.

3.6. DNA Dizi Analizi
Dizi analizi i¢in kalip olarak temizlenen PZR firiinleri daha once belirtilen
cihazlar kullanilarak asagidaki programa gore yapildi.

3.6.1. Dizileme Reaksiyonu

1 ul Big Dye Cycle Seq. v3.1 Kit (10uM), 2 ul 5X Dizileme Tamponu, 2 ul
primer, 2 ul kalip DNA ve 3 pl ddH,O konularak toplam hacim 10ul olacak sekilde
hazirlanda.

3.6.2. Dizileme PZR Programi
Dizileme i¢in cihaz protokolleri Tablo 7’ de verilmistir.

Tablo 7. DNA dizileme cihaz protokolleri

ADIM ASAMA ISI (°C) SURE
1 Aktivasyon 96 1 Dakika
2 Amplifikasyon 96 10 Saniye
(25 Dongii) 50 5 Saniye
60 3 Dakika
3 Bekleme 4 Sonsuz

3.6.3. Dizi Analizi Yapilacak Amplikonlarin Temizlenmesi
ABI 3130X dizileme cihazina yiiklendi. Sekans cihazina hemen yiiklenmeyen
ornekler -20°C’de saklandu.

3.6.4. DNA Dizi Analizi Degerlendirilmesi

Denatiire edilen PZR iiriinleri 5 dakika -20°C’ de bekletilerek silika temelli
Applied Biosystems Genetic Analyzer 3130x cihazina yiiklendi. Alinan sonuglarda
sekans pikleri sekans yazilim programinda degerlendirildi. Bu sonuglarda Adenin yesil,
Guanin siyah, Sitozin mavi ve Timin kirmizi renkli pikler ile gosterilmektedir. Bu
piklerin degerlendirilmesi ile DNA dizi analizi ger¢eklestirildi.
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BULGULAR

Arastirmaya goniilli olarak katilan tiim katilimcilar, proje hakkinda sozlii ve
yazili olarak bilgilendirilmis ve arastirmamiz Akdeniz Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. Beyaz irktan, SSR teshisi koyulmusg 32 hasta ve
32 kontrol grubu olmak {izere toplam 64 goniillii birey ile ¢aligildi.

4.1.  Klinik inceleme

Klinik muayene sonucunda SSR tanis1 almis olgularin ¢aligmaya dahil edilme
kriterleri ser6z retinal dekolman ve RPE dekolmani varligi, koroidal
neovazkiilarizasyon, inflamasyon, infiltrasyon veya polipoidal koroidal vazkiilopati gibi
stv1 birikimine sebep olan bozukluklarin olmamasi olarak belirlenmistir. Hem olgu hem
de kontrol gruplarinda c¢alismaya dahil edilmeme kriterleri ise; es zamanli okiiler ve
retinal hastaliklar, koagiilasyon bozukluklarina yol agan tromboembolizm, hamilelik,
konjestif kalp yetersizligi, diabetes mellitus, koroner arter bozukluk, kontrol edilemeyen
atardamar hipertansiyonu, sigara kullanimi, hiperlipidemi, kanser, otoimmiin
inflamatuvar hastaliklar, bobrek ve karaciger anomalileri, endokrin patolojisi ve ayni
zamanda fibrin parcalanmasini saglayan glukokortikoid ve dogum kontrol hapi gibi
ilaglarin kullanilmasi, uyusturucu ve/veya alkol alimi olarak belirlenmistir. Olgu ve
kontrol gruplarinin 30 ile 50 yas araliginda, 6/1 oraninda erkek birey (her iki grup icin
de toplam 50/64 ) olmasma dikkat edilmistir. SSR tanisi alan her iki grubun da
demografik karakterleri Tablo 8’ de verilmistir.

Tablo 8. SSR tanis1 alan olgu ve kontrol gruplarinin yas/cinsiyet/BMI” ya gore dagilimi ve p degerleri

SSR’ li Olgu Kontrol p Degeri
Yas 44.7249.23 42 8+8.75 0.642
Cinsiyet
(erkek/Kadin) 26/6 24/8 0.576
BMI (kg/m?) 24.03+2.7 24.75+2.4 0.234

4.2.  Molekiiler Genetik Analiz Sonuclari

SSR tanist almig olgularin klinik bulgular1 degerlendirildikten sonra genotip ve
fenotip iliskisini belirlemek amaciyla KDR geninin ekzonik bdlgelerine yonelik
molekiiler genetik ¢aligmalar yapilmistir. Oncelikle SSR tanisina sahip olgularin KDR
geninin ekzonik bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) teknigi kullanilarak
amplifiye edilmistir. Ekzonik bdlgelerin amplikonlart %1.8” lik agaroz jelde
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yiiriitiilmiistir. PZR ile amplifiye edilen ekzonik bolgelerin amplikon biiyiikliigi 200
baz ¢ifti (bg) ile 450 bg arasindadir (Sekil 4.1-4.4).

450 bg
200 bg
250 bg

M. Markir, KDR. Kinaz ekli alan reseptorii, KDR-5. Kinaz ekli alan reseptorii 5. Plate, KDR 6.
Kinaz ekli alan Reseptorii 6. Plate, A. AB Veriti Thermal Cycler, EX. Ekzon b¢. Baz ¢ifti

Sekil 4.1. KDR geninin ekzon 11, ekzon 12 ve ekzon 13 amplikonlarinin agaroz jel goriintiisii.

EX10 EXA0 EX10 EX-10

450 be
300 be 300 bg
M. Markir ~ KDR. Kinaz ekli alan Reseptéric. ~ EX. Ekzon be. Baz cifti
Sekil 4.2. KDR geninin ekzon 6, ekzon 7 ve ekzon 10 amplikonlarinin agaroz jel goriintiisii.
EX0-18 EX0-18 EX0-18 EX0-18 EX0-15 EX0-t5 [EAC-90.2 EXD-30.2 EX0-30_2-EX6-30,2 EXCHR EXO-15
400 bg
300 be 350 be

KDR. Kinaz ekli alan Reseptorii EXO0. Ekzon be¢. Baz cifti

Sekil 4.3. KDR geninin ekzon 15, ekzon 18 ve ekzon 30 2 amplikonlarinin agaroz jel
gorintisii.
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M KDR-7 EX0-27 EX0-27 EX0-27 EX0-27 EX0-28 EX0-28 EX0D-28 EX0-28 EX0-29 EX0-29 EX0-29 EX0-29

350bg

300bg
» 300b¢
M KDR-8 EX0-2  EXD-3 EXD-3 EXD-3 EX0-89 EX0-88 EX0-88 EXD-89 EX-30-1 EXD-30-1 EX0-30-1 EX0-30-1
400b¢
300b¢ > 500bc

M. Markir, KDR-7. Kinaz ekli alan Reseptorii 7. Plate KDR-8. Kinaz ekli alan reseptorii
8. Plate, KDR-9. Kinaz ekli alan reseptorii 9. Plate EXO. Ekzon, b¢. Baz gifti

Sekil 4.4. KDR geninin ekzon 3, ekzon 8,9, ekzon 27, ekzon 28, ekzon 29 ve ekzon 30_1
amplikonlarinin agaroz jel goriintiisi.

32 olgunun KDR genine ait ekzonik bolgelerinin amplifikasyon sonrasi
amplikonlar1 DNA dizi analizine alinmistir. Bu ekzonik bolgelerin referans cDNA ve
mRNA dizisi ve ekzon baglanma bolgeleri ‘Sekil 4.5.” de verilmistir.

M Q S K vL L. AV ALWIULTCVETURA AW AS V G
ATGCAGAGCAAGGTGCTGCTGGCCGTCGCCCTGTGGCTCTGCGTGGAGACCCGGGCCGCCTCTGTGGGT
L P S v s L DL P RUL S I Q KD I L TTI K AN
TTGCCTAGTGTTTCTCTTGATCTGCCCAGGCTCAGCATACAAAAAGACATACTTACAATTAAGGCTAAT
T T L. Q I T €C R G Q R D L D W UL W P NN Q S G
ACAACTCTTCAAATTACTTGCAGGGGACAGAGGGACTTGGACTGGCTTTGGCCCAATAATCAGAGTGGC
S E Q RV EV TEC S D GUL F CIKTTULTTI P K
AGTGAGCAAAGGGTGGAGGTGACTGAGTGCAGCGATGGCCTCTTCTGTAAGACACTCACAATTCCAAAA
vIi GNDTGA Y K CVF Y RETDTULA A SV I Y
GTGATCGGAAATGACACTGGAGCCTACAAGTGCTTCTACCGGGAAACTGACTTGGCCTCGGTCATTTAT
vV Y v o DY R S P F I A S V s D Q H G V V Y I
GTCTATGTTCAAGATTACAGATCTCCATTTATTGCTTCTGTTAGTGACCAACATGGAGTCGTGTACATT
T EN KN K T V V I P CUL G S I S N L N V S L
ACTGAGAACAAAAACAAAACTGTGGTGATTCCATGTCTCGGGTCCATTTCAAATCTCAACGTGTCACTT
C A RY P E KU RVF V P D GNIZRTI S WD S K K G
TGTGCAAGATACCCAGAAAAGAGATTTGTTCCTGATGGTAACAGAATTTCCTGGGACAGCAAGAAGGGC
F T I P S ¥Y M I S ¥ A G MV F CE A K I N D E
TTTACTATTCCCAGCTACATGATCAGCTATGCTGGCATGGTCTTCTGTGAAGCAAAAATTAATGATGAA
s ¥y ¢ s I M ¥ I Vv Vv VvV G Y R I Y D V V L S P
AGTTACCAGTCTATTATGTACATAGTTGTCGTTGTAGGGTATAGGATTTATGATGTGGTTCTGAGTCCG
S H GG I E L §S VvV G E KL VL NCT T AIRTE L N
TCTCATGGAATTGAACTATCTGTTGGAGAAAAGCTTGTCTTAAATTGTACAGCAAGAACTGAACTAAAT
vV G I D F NWE Y P S S K HQHIKI KIULV N R D
GTGGGGATTGACTTCAACTGGGAATACCCTTCTTCGAAGCATCAGCATAAGAAACTTGTAAACCGAGAC
L K T Q S G s EMI K K F L S T UL T I D G V T R
CTAAAAACCCAGTCTGGGAGTGAGATGAAGAAATTTTTGAGCACCTTAACTATAGATGGTGTAACCCGG
s bQ G L ¥ T CAAS S GL MTIKI KNS TF V
AGTGACCAAGGATTGTACACCTGTGCAGCATCCAGTGGGCTGATGACCAAGAAGAACAGCACATTTGTC
R V H E K P F V A F G S GM E S L V EA AT V G
AGGGTCCATGAAAAACCTTTTGTTGCTTTTGGAAGTGGCATGGAATCTCTGGTGGAAGCCACGGTGGGG

Sekil 4.5. KDR geninin referans cONA ve mRNA dizisi ve ekzon baglanma bolgeleri verilmistir.
Alti ¢izili yerler ekzon baglanma bolgelerini gostermektedir.
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E RV R I PAZ K Y ULGYPPUPETIZ KT WTZYZ KNG
GAGCGTGTCAGAATCCCTGCGAAGTACCTTGGTTACCCACCCCCAGAAATAAAATGGTATAAAAATGGA
I P L ESNU HTTIU KA AGU HVTULTTIMETU VS E R
ATACCCCTTGAGTCCAATCACACAATTAAAGCGGGGCATGTACTGACGATTATGGAAGTGAGTGAAAGA
D T GNUYTV VTITLTNU PTISI KTET KT QS SHUV V S8
GACACAGGAAATTACACTGTCATCCTTACCAATCCCATTTCAAAGGAGAAGCAGAGCCATGTGGTCTCT
L VvV V Y V P P Q I GEUI K SULTISUPVD S Y QY
CTGGTTGTGTATGTCCCACCCCAGATTGGTGAGAAATCTCTAATCTCTCCTGTGGATTCCTACCAGTAC
G T T QTTULTOCTV Y ATIUPUPUPHUHTIU HUWUYRW
GGCACCACTCAAACGCTGACATGTACGGTCTATGCCATTCCTCCCCCGCATCACATCCACTGGTATTGG
Q L EEETCAU ANTEUZPS S QA AV SV TNUZPYPCE
CAGTTGGAGGAAGAGTGCGCCAACGAGCCCAGCCAAGCTGTCTCAGTGACAAACCCATACCCTTGTGAA
E WR S V EDTF Q GGNIZ KTIZEUVNIZEKNTNUZGQTFA L
GAATGGAGAAGTGTGGAGGACTTCCAGGGAGGAAATAAAATTGAAGTTAATAAAAATCAATTTGCTCTA
I E G KN K TV S TJLV I QA ANV S ATUL Y K
ATTGAAGGAAAAAACAAAACTGTAAGTACCCTTGTTATCCAAGCGGCAAATGTGTCAGCTTTGTACAAA
C EA VNI KV GRTGETZ RV YVTIST FHVTU RGP E
TGTGAAGCGGTCAACAAAGTCGGGAGAGGAGAGAGGGTGATCTCCTTCCACGTGACCAGGGGTCCTGAA
I T L Q P DMOQU&PTTETZG QES STV SLWT CTA ATUDR
ATTACTTTGCAACCTGACATGCAGCCCACTGAGCAGGAGAGCGTGTCTTTGTGGTGCACTGCAGACAGA
S T F ENTULTW Y XL GPOQPULUPTIUHUVGTE L
TCTACGTTTGAGAACCTCACATGGTACAAGCTTGGCCCACAGCCTCTGCCAATCCATGTGGGAGAGTTG
P T PV C KNTULUDTTULWIEKTILNA ATMT EF SN S T
CCCACACCTGTTTGCAAGAACTTGGATACTCTTTGGAAATTGAATGCCACCATGTTCTCTAATAGCACA
N D I L I M E L KN ASZSTL QD OQGUD YV CTULA
AATGACATTTTGATCATGGAGCTTAAGAATGCATCCTTGCAGGACCAAGGAGACTATGTCTGCCTTGCT
Q DR KT XK KU RHCVV VI RQTULTU VTILETRTUVA AP
CAAGACAGGAAGACCAAGAAAAGACATTGCGTGGTCAGGCAGCTCACAGTCCTAGAGCGTGTGGCACCC
T I T G N L ENOQTT S I GE S I EJV S CT A
ACGATCACAGGAAACCTGGAGAATCAGACGACAAGTATTGGGGAAAGCATCGAAGTCTCATGCACGGCA
S G N PP P Q I MWV FXKUDINTETTILVETDS G I
TCTGGGAATCCCCCTCCACAGATCATGTGGTTTAAAGATAATGAGACCCTTGTAGAAGACTCAGGCATT
V L KX D GNU RIDNIUILTTIU RI RVYVI ERIEKTETDTETGTLTZ YT
GTATTGAAGGATGGGAACCGGAACCTCACTATCCGCAGAGTGAGGAAGGAGGACGAAGGCCTCTACACC
C Qg ACSVULGC CA ATZ KV VTEH BATFT FTITITETGTH ATUGQE
TGCCAGGCATGCAGTGTTCTTGGCTGTGCAAAAGTGGAGGCATTTTTCATAATAGAAGGTGCCCAGGAA
K T N L E I I I L VGTAV I AMTFT FWTIL L L
AAGACGAACTTGGAAATCATTATTCTAGTAGGCACGGCGGTGATTGCCATGTTCTTCTGGCTACTTCTT
vV I I L R TV KRA ANSGTGTETLITZ KT GZ YT L S I V
GTCATCATCCTACGGACCGTTAAGCGGGCCAATGGAGGGGAACTGAAGACAGGCTACTTGTCCATCGTC
M D PDETLUPTULTUDTEUHT CETZRTELUPYUD U ASTUZ KTWE
ATGGATCCAGATGAACTCCCATTGGATGAACATTGTGAACGACTGCCTTATGATGCCAGCAAATGGGAA
F P R DRUIL KL G K PLGU RTGA ATFG QU VI E A
TTCCCCAGAGACCGGCTGAAGCTAGGTAAGCCTCTTGGCCGTGGTGCCTTTGGCCAAGTGATTGAAGCA
D A F G I DEKTA AT G CIRTUVA AVIEKMTLTEKTEG A
GATGCCTTTGGAATTGACAAGACAGCAACTTGCAGGACAGTAGCAGTCAAAATGTTGAAAGAAGGAGCA
T H S E H R A L M S E L K I L I HI GHUHTIL N
ACACACAGTGAGCATCGAGCTCTCATGTCTGAACTCAAGATCCTCATTCATATTGGTCACCATCTCAAT
V VNILILGA AT CTU E KUP GG PILMMVTIVTETFEFTCZK
GTGGTCAACCTTCTAGGTGCCTGTACCAAGCCAGGAGGGCCACTCATGGTGATTGTGGAATTCTGCAAA
F G N L S T Y LR S KU RNJETFU VP Y KTIZ KG A
TTTGGAAACCTGTCCACTTACCTGAGGAGCAAGAGAAATGAATTTGTCCCCTACAAGACCAAAGGGGCA
R F R Q G KD Y V GATIUPVDTULIEKIZ RTP RTLTUD S I
CGATTCCGTCAAGGGAAAGACTACGTTGGAGCAATCCCTGTGGATCTGAAACGGCGCTTGGACAGCATC

Sekil 4.5. (Devami)
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T S S Q S S A S S G F V EZEIZ K STULSDVETEE
ACCAGTAGCCAGAGCTCAGCCAGCTCTGGATTTGTGGAGGAGAAGTCCCTCAGTGATGTAGAAGAAGAG
E A P EDUL Y KD F UL TTILEU ATZ KTGMMETFTULA S
GAAGCTCCTGAAGATCTGTATAAGGACTTCCTGACCTTGGAGCATCTCATCTGTTACAGCTTCCAAGTG
H LI CY S F Q VU RIE KT CTIU HRTUDTILA AA AT RNTIL
GCTAAGGGCATGGAGTTCTTGGCATCGCGAAAGTGTATCCACAGGGACCTGGCGGCACGAAATATCCTC
L S E KNV V K I OCDVFGT LA ATRTDTIZYUEKTUDPD
TTATCGGAGAAGAACGTGGTTAAAATCTGTGACTTTGGCTTGGCCCGGGATATTTATAAAGATCCAGAT
Y VRKGDO ARTULUZPILI K WMATZPTETTIT FTDT RV
TATGTCAGAAAAGGAGATGCTCGCCTCCCTTTGAAATGGATGGCCCCAGAAACAATTTTTGACAGAGTG
Y T I Q S DV WS FGUVULILWETITFSTULGA S
TACACAATCCAGAGTGACGTCTGGTCTTTTGGTGTTTTGCTGTGGGARATATTTTCCTTAGGTGCTTCT
P Y P GV K TIDTETETFT CIRI RTLIEKTETGTU RMTZ RA
CCATATCCTGGGGTAAAGATTGATGAAGAATTTTGTAGGCGATTGAAAGAAGGAACTAGAATGAGGGCC
P DY TTUPEMMYQTMTULUDTG CTWUHTGTETPS QR
CCTGATTATACTACACCAGAAATGTACCAGACCATGCTGGACTGCTGGCACGGGGAGCCCAGTCAGAGA
P T F S EL V EHTULGNTULTULOQA ANU ATGQOQTUD G K
CCCACGTTTTCAGAGTTGGTGGAACATTTGGGAAATCTCTTGCAAGCTAATGCTCAGCAGGATGGCARA
D Y I VLPI SETTUL SMMETETUDSTGTLSTLUPT
GACTACATTGTTCTTCCGATATCAGAGACTTTGAGCATGGAAGAGGATTCTGGACTCTCTCTGCCTACC
S P V S CMETETETETV VT CTDUZPIZ KT FHTYTUDNTA A G
TCACCTGTTTCCTGTATGGAGGAGGAGGAAGTATGTGACCCCAAATTCCATTATGACAACACAGCAGGA
I S Q YL Q NS KRU K SU RUPV SV KTTFTETDTI
ATCAGTCAGTATCTGCAGAACAGTAAGCGAAAGAGCCGGCCTGTGAGTGTAAAAACATTTGAAGATATC
P L EE P EV KV I PDIUDINUGQTUDSGMV VUL A
CCGTTAGAAGAACCAGAAGTAAAAGTAATCCCAGATGACAACCAGACGGACAGTGGTATGGTTCTTGCC
S EEL K TULETUDT RTIXKTLSUP S FGGMV P S
TCAGAAGAGCTGAAAACTTTGGAAGACAGAACCAAATTATCTCCATCTTTTGGTGGAATGGTGCCCAGC
K S RE S VA SEG G SNA QTS G Y Q S G Y H S
AAAAGCAGGGAGTCTGTGGCATCTGAAGGCTCAAACCAGACAAGCGGCTACCAGTCCGGATATCACTCC
D DT DTTV VY S SETEA BATETLTLIZE KT ILTITETIGV
GATGACACAGACACCACCGTGTACTCCAGTGAGGAAGCAGAACTTTTAAAGCTGATAGAGATTGGAGTG
Q T G S TaAQ I L Q PDSGTTTL S S P P V *
CAAACCGGTAGCACAGCCCAGATTCTCCAGCCTGACTCGGGGACCACACTGAGCTCTCCTCCTGTT TAA

Sekil 4.5. (Devam)

SSR tamisi almig 12 olguda belirlenen (=1 AA; n=11 GA) intronik
mutasyondur (rs2305949). Bu mutasyon KDR geninin besinci intron bolgesinde guanin
niikleotidinin adenin niikleotidine transisyonu sonucu olusur (Sekil 4.6).

Geri Primer

O W A O TSPV N | W
LA A A LA T LA
LAV LA L L L
TRIVARYEVAR VRV VAIWARY A VARVALV VY
LR AR SRR 5 |

Sekil 4.6. ¢.659-24G>A intronik mutasyonu
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SSR tanis1 almig 3 olguda (h=3 GA) KDR geninin yedinci ekzon bdlgesinde
Val2971 yanlis anlamli mutasyonu saptanmistir (rs2305948). Bu mutasyon 889
pozisyonundaki guanin niikleotidinin adenin niikleotidine transisyonu sonucunda
meydana gelerek 297 pozisyonundaki valin aminoasidinin izoldsin aminoasidine
dontismesine neden olur (Sekil 4.7).

Geri Primer

Sekil 4.7. p.val2971le mutasyonu

SSR tanist almig 1 olguda (n=1; CT) KDR geninin oniigiincii ekzon bolgesinde
P590S yanlis anlamli mutasyonu saptanmistir (rs140825421). Bu mutasyon 1768
pozisyonundaki sitozin niikleotidinin timin niikleotidine transisyonu sonucunda
meydana gelerek 590 pozisyonundaki prolin aminoasidinin serin aminoasidine
donlismesine neden olur (Sekil 4.8).

Geri Primer

. - —
A0 A @ p¢c T ¢ T & ¢

Sekil 4.8. p.Pro590Ser mutasyonu

SSR tanis1 almis 1 olguda (n=1; TC) L612L sinonim mutasyonu belirlenmistir
(rs77722107). KDR geninin oniigiincii ekzon bolgesinde saptanan bu mutasyon 1834
pozisyonundaki timin niikleotidinin sitozin niikleotidine transisyonu sonucunda
meydana gelerek 612 pozisyonundaki 16zin (L) aminoasidinin kodon diziliminin
degismesine neden olur (Sekil 4.9).
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Geri Primer

Sekil 4.9. p.Leu612 mutasyonu

SSR tanis1 almis 1 olguda KDR geninin yirmisekizinci intronunda heterozigot
TAA delesyonu belirlenmistir (het_delTAA). Saptanan bu mutasyon 48495-48498
pozisyonlar: arasindaki TAA f{glii niikleotidinin delesyonu sonucunda meydana gelerek
aminoasit diziliminin degismesine neden olur (Sekil 4.10).

t t t t u t t t u u t t t u t t t
I 1.420 1.440 1.450 1.480 1.500 1520 1.540 1.560 1.580 1.600 1.620 1840 1.660 1680 1700 1720 1740

w

) 1.420 1.440 1.480 1.480 1.500 1.520 1.540 1.560 1.580 1.600 1.820 1640 1660

l A 4
1680 1.700 1720 1740

Sekil 4.10. 9.48495-48498 het_delTAA delesyonu

KDR geninin otuzuncu ekzonu i¢inde 3’ transle olmayan bolgede (3°UTR) bir
T>C mutasyonu belirlenmistir (rs4421048). S6z konusu degisim daha once literatiirde
bildirilmis ve ¢.*27T>C seklinde isimlendirilmistir. Calismamizda ¢.*27T>C degisimi
taranan 32 olgunun tamaminda homozigot durumda saptanmistir (Sekil 4.11).
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Referans Dizi .
(vl C TTTCUTATAT C""'t C""G TGTATCTAETT T AT

Geri Primer
C...CI...E...C..A..A..cl..._...C...C..L‘....GI...G..R..C..A..'.‘:...C..k..c..

........................................................................

Sekil 4.11. ¢.*27T>C 3°’UTR mutasyonu

KDR geninin yirminci intronunda, ¢alisilan olgularin %3,1 (1/32)’ i homozigot,
%34,3 (11/32)’ i heterozigot olmak tizere %37,5” inde daha Once literatiirde belirlenmis
€.2818-37A>G varyant1 saptanmustir (rs2219471). Saptanan bu degisim 2818-37
pozisyonundaki adenin niikleotidinin guanin niikleotidine transisyonu sonucunda
meydana gelmistir. (Sekil 4.12).

Referans Dizi
"""""""" G'I\"“C‘I{RG

Geri Primer

Sekil 4.12. ¢.2818-37A>G intronik varyanti
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KDR geninin otuzuncu ekzonunda 1 olguda (heterozigot CT) aminoasit
degisimine neden olmayan sinonim C>T degisimi saptanmustir (rs35961234). Degisim
sonucu treonin’ i kodlayan ACC kodonu ACT sekline dontismiistiir. ACT kodonu da
treonin aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim 4008 pozisyonundaki sitozin
niikleotidinin  timin niikleotidine transisyonuyla 1336 pozisyonundaki treonin
aminoasidinin kodon dizilimini degistirmektedir (Sekil 4.13).

Geri Primer

Sekil 4.13. p.Thr1336 (c.4008C>T) mutasyonu

4.3. Istatistiksel Analiz ve Verilerin Hazirlanmasi

Olgu ve kontrol grubu bireylerin KDR gen popiilasyonlarindaki mutasyon
oranlari, Hardy-Weinberg Dengesi kullanilarak karsilastirildi. Istatistiksel anlamlilik
derecesi p<0,05 olarak kabul edildi. 32 olgu ve 32 kontrol bireyinde tespit edilen
mutasyonlarin anlamlilik dereceleri ve alel sayilar1 Tablo 9° da verilmistir.

Tablo 9. Hardy-Weinberg Dengesi (HWE)’ ne gore olgu-kontrol gruplarinin mutasyon
oranlarinin karsilagtirilmasi

Olgu Kontrol

GG|GA|AA| G | A |HWEp |GG |GA|AA| G | A |HWE p | p degeri

rs2305949 20 111 1 /0,78|0,22| 0,62 22 1 9 1 /0,83|0,17| 0,94 0,86

CC|CT|TT| C T |HWEp|CC |CT |TT| C T |HWE p | p degeri

rs2305948 29 | 3 0 [095]005| 0,78 31 | 1 0 0,92 0,3

rs35961234
(Thr1336) | 31| 1 | 0 |098/002| 092 |31 |0 | 0| 1] 0| NA NA

rs140825421
(Pro590Ser) 31 | 1 0 |0,98|0,02| 0,92 31| 0 0 1 0 NA NA

rs77722107

(Leubl2leu) | 31 | 1 098/002] 092 |31 |0 |0 1 0 NA NA
A -] -]+ - |HWEp | ++ ]| +H-] /-] + - |HWE p | p degeri

Del_TAA 311 098(002| 092 |31 |0 |0 1 0 NA NA
AA |AG|GG| A | G |HWEp|AA |AG|GG| A | G |HWEDp |p degeri

rs2219471 20 11| 1 |0,78|022| 062 |21 |11]| O 0,24 0,59
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TARTISMA

Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda, makular 6dem ile iliskili olarak VEGF
genindeki mutasyonlarin iliskili oldugu belirlenmistir. Ancak santral ser6z
koryoretinopati ile KDR (VEGFR2) gen polimorfizmleri iliskisine dayali molekiiler
genetik bir caligma literatiirde yayinlanmamistir. Sunulan ¢alisma kapsami bu eksikligi
gidermeye yonelik olarak tasarlanmistir. Genetik hastaliklarin  incelenmesi ve
arastirilmasinda Oncelikli asama hastalikla iligkili genin tanimlanmasidir. Geni
tanimlanmis olan hastalikta takip eden ikinci asama genis hasta gruplarinda ilgili
gendeki mutasyonlarin saptanmasidir. Bugiin insan genetigi lizerine yapilan
arastirmalarin iizerinde en yogun olarak calistigi konularin basinda bireyler arasi
farkliliklar ile gen mutasyonlart ve bunlarin olasi etkilesimleri yer almaktadir. Bu
nedenledir ki genetik hastaliklara neden olan genlerdeki mutasyonlarin tanimlanmasi
Oonemlidir.

Santral serdz koryoretinopati (SSR) genellikle saglikli, geng ve orta yash
bireylerde, erkeklerde kadinlara oranla yaklasik 6 kat daha sik goriilen, idyopatik olarak
ortaya c¢ikan, retina alt1 sivi birikimi sonucu duyusal retina dekolman ile karakterize bir
makulopatidir. Biriken subretinal sivinin kendiliginden emilimiyle gerileyen ve
tekrarlayici bir hastalik olan SSR’ nin patojenezi glinlimiizde halen agikliga kavusmus
degildir. Daha Onceki olgu-kontrol ¢aligmalarinda SSR’ nin etyolojisinin, fizyolojik
stres, A tipi kisilik, mikro damar yogunlugu, neovazkiilerizasyon ve kortikosteroid
kullanimuyla iligkili oldugu goriilmiistiir. Irksal prevalansinda ise Beyaz 1rk, Hispanik ve
Asyalilar’ da yiiksek fakat Afro-Amerikanlar’ da ise diisik oranda saptanmistir.
Popiilasyon tabanli ¢aligmalarda Beyaz irk popiilasyonunda 6/100.000 insidansina sahip
oldugu goriilmiistiir.

SSR hastaligin siire ve seyrine gore 3 alt tipe ayrilir;

Akut SSR: Semptom ve bulgular alt1 aydan kisa siirer.
Tekrarlayict SSR: Birden fazla atak gecirilen durumlardir.
3. Kronik SSR: Semptom ve bulgular 6 aydan uzun siirer.

=

Verhoeff ve Grossman 1937’ de makiiler 6demin retinadan degil ancak koroidal
damardan kaynaklanan serdz sizint1 ile olustugunu belirtmistir. Guyer’ in 1997° de SSR
hastalar1 ile yaptig1 genis ¢apli klinik incelemelerde koroidal hiperpermeabilitenin seréz
retina pigment epitelyum (RPE) dekolmanina sebebiyet verdigi, bu durum sonucunda
RPE’ de meydana gelen basing artisinnn RPE’ de sizintiya neden oldugu ve
norosensoriyel dekolman ile sonuglandigini tespit etmistir.
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SSR’ nin tanisinda siklikla bagvurulan yontemlerden biri de florasan anjioskopi
(FA) ve optik kohorens tomografi (OKT)’ dir. Bu yontemler ile kronik SSR’ de dis
retinanin altinda sinir dokudaki dekolman ile birlikte yeni damar olusumlari, protein
birikimi ve ge¢miste SSR olugsmus gozde meydana gelen RPE’ da meydana gelen
hasarlar1 gosterir.

Calismamizda mikrodamar hiperpermeabilitesi ve neovazkiilerizasyon sonucu
makiiler 6dem ile karakterize olan santral ser6z koryoretinopati ile anjiogenez, endotel
hiicre proliferasyonu, mitojenik aktivite gibi birgok yolagi tetikleyen vazkiiler
endotelyal biiylime faktér (VEGF) reseptorii KDR (VEGFR2) gen polimorfizmlerini ve
Tirk popiilasyonundaki olasi genetik faktorlerini degerlendirdik. 4. kromozomun q
kolunda 11. ve 12. bantlar1 arasinda yer alan (4q11.12) kinaz ekli alan reseptorii KDR’
nin VEGF’ in diger reseptorlerinden ayri olarak migrasyon, vazkiiler gelisim ve
permeabilitede dnemli rol oynar. 151 kDa biiyiikliigiinde ve 7 adet immunglobulin (Ig)
benzer alan igerir. ikinci ve iigiincii Ig-benzer alami ligand baglanma bolgesi olarak
oneme sahiptir. Bu bdolgede olusacak bir varyasyon oOzellikle ligandin baglanma
afinitesini degistirebilir. Bu da KDR geninin fonksiyon kazanmasiyla ya da
kaybetmesiyle sonuglanir. VEGF’ in KDR’ ye ekstraseliiler bolgede baglanmasinin
engellenmesi mutant KDR’ ye bu da VEGF’ in antiapoptotik etkilerinin azalmasi,
endotelyal hiicre hasari, vazkiiler fonksiyon kaybi ile sonuglanir. Bugiine kadar tespit
edilen 7 gesit VEGF ligandindan VEGF-A/C/D ve parapox virus’ da bulunan VEGF-E
icin hiicre ylizey reseptoriidiir. VEGF-A’ nin anjiogenik aktivitesinden sorumlu tirozin
kinaz reseptoriidiir. Reseptoriin tirozin kinaz aktivitesi ve fosforilasyonu KDR geninin
iki molekiiliniin, VEGF-A’ nin dimerize olmus 110 aminoasitlik N-terminal
bolgesindeki monomerlerine baglanmasiyla baglar. VEGF-Aygs (izoform-1) ve KDR
geni arasindaki interaksiyonda PI3K, MAPK, AKT gibi sinyal yolaklarinin aktivasyonu
icin ortam saglar. Ayrica hiicre membran permeabilitesini artiran Src’ nin
fosforilasyonuna da aracilik eder. Intraseliiler alanda 5 tirozin rezidii ana fosforilasyon
bolgesi olarak belirlenmistir. Bu tirozin rezilidlerinde gerceklesen fosforilasyon,
bitisigindeki aminoasit dizisi ile birlikte, SH2 (Src Homology 2) alaninin ¢esitli sinyal
iletim molekiilleri i¢in baglanma bolgesi olusturur. Intraseliiler bolgede 43 aminoasitlik
Juxta membran alam icerir. Bu bolge reseptor aktivitesini regiile eder ve tirozin kinaz
alanlariin baglanma boélgesidir. Bu alanda olusacak bir mutasyon liganddan bagimsiz
reseptOr aktivasyonuna sebep olur.

Son yillarda anti-VEGF terapisi olduk¢a yaygin olmakla beraber ila¢ gelistirme
caligmalar1 halen devam etmektedir. Anti-VEGF ilaglarindan FDA tarafindan ilk
onaylanan ve en yaygin olam1 149kDa agirliginda rekombinant monoklonal IgG
antikoru olan Bevacizumab (Avastin) etkisini tim VEGF-A izoformlarina baglanarak
vazkiiler hiperpermeabilite, endotel hiicre proliferasyonu ve anjiogenez yolaklarim
inhibe ederek gosterir. Bunun yaninda son yillarda kesfedilen bir diger anti-VEGF ajan
Ramicirumab, VEGF-A’ ya tiim izoformlarma dogal reseptorii olan KDR’ den daha
yiiksek afiniteyle (50pM) baglanip, aktivasyonunu inhibe eder. Baglanma alanlari
ekstraseliiler alanda bulunan Ig-benzer alan II-III’ tir. Anti-VEGF terapisinde
kullanilan diger ajanlar VEGF/KDR eksenini hedef olarak gosterirken Ramucirumab
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KDR’ nin ekstraseliiler alanina spesifik olarak baglanir. Boylece bu terapdtik onayli
hedefe tiim VEGF ligandlarinin baglanmasi engellenir [49]. Anti-VEGF terapisi tight
junction’ lar ve vazkiiler dokuda olusan hasar sebebiyle olugan vazkiiler gegirgenligi
engeller.

Tanimlanmis tim tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP) veritabaninda
barmndiran NCBI PubMed verilerinin de analizlerimizde degerlendirmeye alinmasinin
ardindan bu bilgiler 1s18inda yapilan ¢alismamizda, tanimlanmis olgularin % 34,3
(11/32)’ tiinde heterozigot, %3 (1/32)’ ilinde homozigot AA intronik mutasyonu
(rs2305949) tespit edilmistir (p=0,86). 5. intron bolgesinde ve ekzonik bolgeye cok
yakin lokalize olan bu kriptik bdlge mutasyonunun yine calismamizda tespit edilen
yanlig anlamli bir mutasyon ile (rs2305948) baglant1 dengesizligi (LD) bulunmaktadir
[52]. Bu mutasyonda olgularin %9 (3/32)’ unda heterozigot GA degisimi gozlenmistir
(p=0,3). Bu yanlis anlamli mutasyon KDR geninin 7. ekzonik boélgesinde bulunup 297.
Valin (V) aminoasitinin izolosin (I) aminoasitine doniismesiyle olusur. Literatiir
taramalarinda koroner kalp hastaligiyla iliskili bulunmustur [52]. Ugiincii Ig-benzer
alaninda goriilen bu mutasyon, dordiincii Ig-benzer alanina ¢ok yakin lokalize olmustur.
Yanlis anlamli bu mutasyon ligand baglanmasi i¢in 6nemli olan ve VEGF’ in baglanma
alan1 olarak KDR’ nin ana bolgelerinden biri olan ekstraseliiler bolgeye sahip NHo-
terminal Ig-benzer alaninda yer alir. Buradaki bir mutasyon mutant KDR’ nin
olusumuna sebep olarak VEGF’ in KDR’ ye baglanma afinitesini degistirebilir.
Calismamizda ise olgu sayist artirilarak bu iki baglanti dengesizligi mutasyonlariin
genetik tani agisindan yarar saglayacagi goriisiindeyiz.

Calismamizda 1 olguda (%3) tespit edilen rs140825421 yanlis anlamh
mutasyonu (p>0,05) KDR geninin 13. ekzonik bdolgesinde bulunmaktadir ve 590
pozisyonundaki prolin (Pro) aminoasidinin serin (Ser) aminoasidine doniismesiyle
sonuclanir. Peptidleri baglayarak proteinlerin ikincil yapilarimi kazanmasini saglayan
Pro notiir aminoasiti, molekiiler yapisi itibariyle azot ucu (N) bir aminoasit bagladiginda
baska bir aminoasitin hidrojen (H") atomu baglamasmna izin vermez. Bu nedenle
prolinin V1. Ig-benzer alaninda, yer alan ilgili mutasyonda polar serin aminoasitine
dontisiimii konformasyonal degisime bu da KDR geninin liganddan bagimsiz fonksiyon
kazanmasiyla sonuglanabilir. Tespit edilen bu mutasyon ileriye yonelik ¢aligmalarda
genetik tan1 agisindan 6nem arzedebilir.

Taramalarimiz sonucunda 1 olgunun (%3) rs77722107 sinonim mutasyonu
acisindan heterozigot alel tasidigini tespit ettik (p>0,05). KDR geninin altinci Ig-benzer
alaninda 13. ekzonik bdlgesinde yer alan bu ekzonik sinonim mutasyon 612
pozisyonundaki 16sin (Leu) aminoasitinin kodon dizisinin degismesiyle sonuclanir.
Meydana gelen bu degisim T>C transisyonu sonucu olur. Saptadigimiz bir baska
sinonim mutasyon ise 30. ekzonik bdlgede meydana gelen C>T transisyonu sonucu
olusan pThr1336 mutasyonu rs35961234° diir. 1336 pozisyonundaki treonin
aminoasitinin kodon diziliminin degisimi ile sonuglanir. Olgularin %3 (1/32)’ {inde
saptanmistir (p>0,05). Ekzonik bdlgede meydana gelen bu iki sinonim mutasyonun
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fenotipik 6zellik ve hastaliga yatkinlik iizerine etkisi, translasyon verimliligi {izerine
etkisi, RNA’ nin sckonder yapisindaki alel-spesifik farkliliklarin splice/translasyon
stireci lizerinde etkisi olabilecegini diislinmekteyiz. Bu acidan saptanan bu mutasyon
KDR geni ile ilgili yapilacak genis capli genetik ¢calismalara yol gosterici olabilir.

Calismamiz kapsaminda olgularin %34,7 (11/32)’ sinde homozigot ve % 3
(1/32)’ tinde heterozigot rs2219471 intronik varyanti goriilmiistiir (p=0,59). Bu varyant
KDR geninin 20. intronik bolgesinde 2818-37 pozisyonunda A>G transisyonu ile
meydana gelir. Bu gibi splays bolge mutasyonlar1 ekzon atlamasi, kriptik splays bolge
aktivasyonu, intronik bolge i¢inde psddo-ekzon olusumu veya kodlama bolgesine intron
eklenmesi (retensiyon) ile sonuglanabilir. Olgularin %3 (1/32)’ iinde 28. intron
bolgesinde 48495 ile 48498 pozisyonlar1 arasinda daha once literatiirde tanimlanmamis
TAA delesyonu tespit edilmistir (p>0,05). Olusan bu delesyon kriptik splays bdlge
mutasyonlarinin etkisini siddetlendirebilir.

Calisilan  olgularin  tamaminda (32/32) homozigot 3’UTR bolgesinde
polimorfizm tespit edilmistir. 30. ekzon igerisinde 27. pozisyondaki T>C transisyonu
sonucunda meydana gelir (rs4421048). Olusan bu varyasyonun miRNA : mRNA
interaksiyonunu azaltarak mRNA stabilizasyonunu artirir. Bu artis KDR’ nin
translasyonel artisina neden olur. Bu da KDR’ nin asir1 tiretimine neden olur.

Sanger sekanslama metodu ile tespit ettigimiz polimorfizmlerden daha Once
literatiirde tanimlanmamis bir intron delesyonu tespit ettik. Tespit edilen diger
polimorfizmlerden c¢ogunun hastalikla iliskisi istatistiksel olarak baglantili
goriilmemistir. Tez ¢alisgmamizin konusu olan santral seréz koryoretinopatiye neden
oldugunu diisiindiigiimiiz KDR gen mutasyonlarinin Tiirk popiilasyonundaki insidansi
izerine ve yalnizca Tiirk hastalarla yapilan genis kapsamli bir KDR gen analiz ¢alismasi
bulunmamaktadir. Ancak olgu/kontrol sayisi artirilarak yapilan ¢alismanin yeniden
dizayn edilmesi popiilasyonumuz agisindan prognostik faktor olarak klinik ve molekiiler
caligmalara 151k tutabilir.
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SONUCLAR

Olgularin % 34,7 (11/32)’ sinde heterozigot, %3 (1/32)’ linde homozigot AA
intronik bolge mutasyonu rs2305949 5. intron bdlgesinde tespit edildi (p=0,86).

. Olgularin %9 (3/32)’ unda heterozigot GA yanlis anlamli rs2305948 mutasyonu
tespit edildi (p=0,3). Bu yanlis anlamli mutasyon KDR geninin 7. ekzonik
bolgesinde bulunup 297. Valin (V) aminoasitinin izoldsin (I) aminoasitine
dontlismesiyle olusur.

. 1 olguda (%3) rs140825421 yanlis anlamli mutasyonu KDR geninin 13. ekzonik
bolgesinde tespit edildi (p>0,05) ve 590 pozisyonundaki prolin (Pro)
aminoasidinin serin (Ser) aminoasidine donlismesiyle sonuglanir.

.1 olgunun (%3) rs77722107 sinonim mutasyonu agisindan heterozigot alel

tasidigr tespit edildi (p>0,05). KDR geninin 6. Ig-benzer alaninda 13. ekzonik
bolgesinde yer alan bu ekzonik sinonim mutasyon T>C transisyonu sonucu 612
pozisyonundaki 16sin (Leu) aminoasitinin kodon dizisinin degismesiyle
sonuclanir.

. Olgularin %3 (1/32)’ iinde 30. ekzonik boélgede C>T transisyonu sonucu
rs35961234 sinonim pThrl336 mutasyonu tespit edildi (p>0,05). 1336
pozisyonundaki treonin aminoasitinin kodon diziliminin degisimi ile sonuglanir.

. Olgularin %34,7 (11/32)’ sinde homozigot ve % 3 (1/32)’ iinde heterozigot
rs2219471 intronik varyantt goriildii (p=0,59). Bu varyant KDR geninin 20.
intronik bolgesinde 2818-37 pozisyonunda A>G transisyonu ile meydana gelir.

. Olgularin %3 (1/32)’ iinde 28. intron bolgesinde 48495 ile 48498 pozisyonlari
arasinda daha oOnce literatiirde tanimlanmamis TAA delesyonu tespit edildi
(p>0,05).

. Calisilan olgularin tamaminda (32/32) homozigot 3’UTR bolgesinde rs4421048

polimorfizmi tespit edildi. 30. ekzon igerisinde 27. pozisyondaki T>C
transisyonu sonucunda meydana gelir.

35



O-

10-

11-

12-

KAYNAKLAR

Steel DHW., Lotery AJ. Idiopathic vitreomacular traction and macular hole: a
comprehensive review of pathophysiology, diagnosis, and treatment. Eye. 2013; 27, S1-
S21.

Bailey AJ. Structure, function and ageing of the collagens of the eye. Eye 1987; 1, 175-
183

http://www.sizinti.com.tr/konular/ayrinti/farkina-gec-vardigimiz-nimet-yakini-gorme-
agqustos-2012.html

Niles PI1., Greenfield DS., Sehi M., Bhardwaj N., Iverson SM. et al. Detection of
progressive macular thickness loss using optical coherence tomography in glaucoma
suspect and glaucomatous eyes. Eye 2012; 26, 983-991.

Curtis TM., Gardiner TA., Stitt AW. Microvascular lesions of diabetic retinopathy:
clues towards understanding pathogenesis? Eye. 2009; 23, 1496-1508.

Yousef H Aldebasi, Arshad H Rahmani, Amjad A Khan, and Salah Mesalhy Aly.
The effect of vascular endothelial growth factor in the progression of bladder cancer and
diabetic retinopathy. Int J Clin Exp Med. 2013; 6(4): 239-251.

Gong CY, Lu B, Hu QW, Ji LL. Streptozotocin induced diabetic retinopathy in rat and
the expression of vascular endothelial growth factor and its receptor. Int J Ophthalmol.
2013 Oct 18;6(5):573-7.

Archer DB. Diabetic retinopathy: Some cellular, molecular and therapeutic
considerations. Eye.1999; 13, 497-523.

http://motivolog.com/disease/diyabetik-retinopati-154/1

Robman L., Taylor H. External factors in the development of cataract. Eye. 2005;19,
1074-1082.

Tan J.H.Y., Newman D.K., Klunker C., Watts S.E., Burton R.L.
Phacoemulsification cataract surgery: is routine review necessary on the first post-
operative day? Eye. 2000; 14, 53-55.

Raman R., Biswas S., Vaitheeswaran K., Sharma T. Macular pigment optical density
in wet age-related macular degeneration among Indians. Eye. 2012; 26, 1052—-1057.

36


http://www.sizinti.com.tr/konular/ayrinti/farkina-gec-vardigimiz-nimet-yakini-gorme-agustos-2012.html
http://www.sizinti.com.tr/konular/ayrinti/farkina-gec-vardigimiz-nimet-yakini-gorme-agustos-2012.html
http://motivolog.com/disease/diyabetik-retinopati-154/1

13- http://bauergen677s10.weebly.com/

14-Von Graefe A. Kurzere abhandlungen notizen und casaistische mitheilugnen
vermischten inhalts: VI. Ueber zentrale recidivirende retinitis. Graefes Arch. Clin.
Ophthalmol. 1866;12, 211-215.

15- Maumenee AE. Macular diseases; clinical manifestations. Trans. Am. Acad.
Ophthalmol. 1965; 69, 605-613.

16- Gass JDM. Photocoagulation treatment of idiopathic central serous chorioretinopathy.
Trans. Am. Acad. Ophthalmol. 1977; 83:456-467.

17- Robertson DM., llstrup D. Direct, indirect, and sham laser photocoagulation in the
management of central serous chorioretinopathy. Am J Ophthalmol. 1983; 95(4):457-
66.

18- Yanoff M., Duker JS. Ophthalmology: 2nd edition, St. Louis: Mosby. 2004; 938-941.

19-Yildirnm Y., Akay F. Santral ser6z koryoretinopatide predispozan faktorler ve
hastaligin dogal seyri. Deneysel ve Klinik Tip Dergisi - J. Exp. Clin. Med. 2012; 29:272-
275.

20-Polak BC., Baarsma GS., Snyers B. Diffuse retinal pigment epitheliopathy
complicating systemic corticosteroid treatment. Br J Ophthalmol. 1995; 79(10): 922—
925.

21- Priinte C., Flammer J. Choroidal capillary and venous congestion in central serous
chorioretinopathy. Am J Ophthalmol. 1996; 121(1):26-34.

22-Kolin J., Oosterhhuis JA. Retina pigment epithelial dystrophy in central serous
detachment of sensory epithelium. Doc Opthalmol. 1975; 39:1-12.

23- Gelber GS., Schatz H. Loss of vision due to central serous chorioretinopathy following
psychological stress. Am J Pschiatry. 1987; 144:46-50.

24- http://www.eyecenters.com/what-you-should-know-about-central-serous-
chorioretinopathy.html

25-Tuncay Y.F., Giirelik G. Santral serdz koryoretinopati. Ret-Vit. 2010; 18:85-111.

26- Arvas S. Santral Seréz Koryoretinopati, Journal of Retina-Vitreous. 2011;19(2): 75-78.

37


http://bauergen677s10.weebly.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robertson%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6682293
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ilstrup%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6682293
http://www.eyecenters.com/what-you-should-know-about-central-serous-chorioretinopathy.html
http://www.eyecenters.com/what-you-should-know-about-central-serous-chorioretinopathy.html

27- http://www.revophth.com/content/d/cover_focus/i/1323/c/25418/
Raj K. Maturi, MD, Lori Bleau. Multifocal ERG in Practice, Review of
Ophthalmology 2004.

28-Din¢ ve ark. Santral Retina Arter Tikanikliginda Mikroperimetri ile Retina
Sensitivitesinin Degerlendirilmesi Ret-Vit 2009;17:156-158.

29- Schmitz-Valckenberg S., Holz FG., Bird AC., Spaide RF. Fundus autofluorescence
Imaging: review and perspectives. Retina. 2008 Mar; 28(3):385-4009.

30-Lee YM. et.al. Determination of hypoxic region by hypoxia marker in developing
mouse embryos in vivo: A possible signal for vessel development. Dev. Dyn. 2001; 220:
2; p.175-186.

31-Hirji N., Watt L., Richardson E. Central serous chorioretinopathy secondary to
childbirth. BMJ Case Rep. 2010; 10.1136/bcr.10.2010.3387

32- Spaide RF., Campeas L., Haas A. Central serous retinopathy in younger and older
adults. Opthalmology. 1996; 103:2070-2079.

33-Desai UR., Alhalel AA. Central serous chorioretinopathy in African Americans. J Natl
Med Assoc. 2003; 95:553-559.

34-Lin C1, McGough R, Aswad B, Block JA, Terek R. Hypoxia induces HIF-1alpha and
VEGF expression in chondrosarcoma cells and chondrocytes. J Orthop Res. 2004
Nov;22(6):1175-81.

35- Tamanini C., De Ambrogi M. Angiogenesis in developing follicle and corpus luteum.
Reprod Domest. Anim 2004; 39: 206-16.

36- Yazir Y., Goncea S., Filiz S., Dalcik H. Endotel Hiicreleri Icin Onemli Bir Protein
Ailesi; Vaskiiler Endotel Biytime Faktorii (Vegf), Ailenin Uyeleri, Yapis1 ve Sentezi.
C. U. Tip Fakiiltesi Dergisi 2004;26(4):181 — 184.

37-Takahashi H., Shibuya M. The vascular endothelial growth factor (VEGF)/VEGF
receptor system and its role under physiological and pathological conditions. Clin Sci
(Lond). 2005;109(3):227-41.

38-Holmes K., Roberts O.LI, Thomas AM., Cross MJ. Vascular endothelial growth
factor receptor-2: Structure, function, intracellular signalling and therapeutic inhibition,
Cellular Signalling 19 (2007); 2003-2012.

39-Yamazaki, Y., Takani, K., Atoda, H., and Morita, T. Snake Venom Vascular

Endothelial Growth Factors (VEGFs) Exhibit Potent Activity through Their Specific
Recognition of KDR (VEGF Receptor 2) J. Biol. Chem. 2003, 278; 51985-51988.

38


http://www.revophth.com/content/d/cover_focus/i/1323/c/25418/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16104843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16104843

40-Yasuo Yamazakia, Yuta Nakanoa, Takahisa Imamurab, Takashi Morita.
Augmentation of vascular permeability of VEGF is enhanced by KDR-binding proteins.
2007; Biochem. Biophys. Res. Commun. 355, 693-699.

41- Senger DR.,Galli SJ., Dvorak AM., Perruzzi CA., Harvey VS., Dvorak HF. Tumor
cells secrete a vascular permeability factor that promotes accumulation of ascites fluid,
Science 1983;219(4587):983-5.

42- Robinson CJ., Stringer SE. The splice variants of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and their receptors. J Cell Sci. 2001;114(5):853-65.

43- Enholm et al. Comparison of VEGF, VEGF-B, VEGf-C, and Ang-1 mRNA regulation
by serum, growth factors, oncoproteins, and hypoxia. Oncogene 1997;14:2475-83

44- Olsson AK., Dimberg A., Kreuger J., Claesson-Welsh L. VEGF receptor signalling-
in control of vascular function, Nature Reviews Molecular Cell Biology 2006; 7: 359-
371.

45- Olsson AK., Dimberg A., Kreuger J & Claesson-Welsh L. VEGF receptor signalling
? in control of vascular function. Nature Reviews Molecular Cell Biology 2006; 7, 359-
371.

46- Ozdemir O, Erol MK., Morphologic changes and visual outcomes in resolved central
serous chorioretinopathy treated with ranibizumab. Cutan Ocul Toxicol. 2014
Jun;33(2):122-6.

47- Sandro De Falco, Antiangiogenesis therapy: an update after the first decade. Korean J
Intern Med. 2014;29:1-11.

48-Wang Q, Li T, Wu Z, Wu Q, Ke X, Luo D, Wang H, Novel VEGF decoy receptor
fusion protein conbercept targeting multiple VEGF isoforms provide remarkable anti-
angiogenesis effect in vivo. PLoS One. 2013 Aug 12;8(8):e70544.

49- Spratlin JL, Cohen RB, Eadens M, Gore L, Camidge DR, Diab S, Leong S,
O'Bryant C, Chow LQ, Serkova NJ, Meropol NJ, Lewis NL, Chiorean EG, Fox F,
Youssoufian H, Rowinsky EK, Eckhardt SG., Phase | pharmacologic and biologic
study of ramucirumab (IMC-1121B), a fully human immunoglobulin G1 monoclonal
antibody targeting the vascular endothelial growth factor receptor-2. J Clin Oncol. 2010
Feb 10;28(5):780-7.

50- Park HW., Lee JE., Shin ES., Lee JY., Bahn JW., Oh HB., Oh SY., Cho SH., Moon
HB., Min KU., Elias JA., Kim YY., Kim .K. Association between genetic variations
of vascular endothelial growth factor receptor 2 and atopy in the Korean population, J
Allergy Clin Immunol 2006; 117:774-9.

39


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Robinson%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11181169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stringer%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11181169

51-Rah H., Jeon YJ., Lee BE., Choi DH., Yoon TK., Lee WS., Kim NK. Association of
kinase insert domain-containing receptor (KDR) gene polymorphisms with idiopathic
recurrent spontaneous abortion in Korean women, Fertil Steril 2013;99(3):753-760.

52-Wang Y., Zheng Y., Zhang W., Yu H., Lou K., Zhang Y., Qin Q., Zhao B., Yang
Y., Hui R. Polymorphisms of KDR gene are associated with coronary heart disease. J
Am Coll Cardiol. 2007 Aug 21;50(8):760-7.

53-Hansen TF., Sorensen FB., Spindler K-L. G., Olsen DA., Andersen R.F,
Lindebjerg J., Brandslund., Jakobsen A. Microvessel density and the asociation with
single nucleotid polymorphisms of the vascular endothelial growth factor receptor 2 in
patients with colorectal cancer, Virchows Arch 2010; 456: 251-260.

54- Longatto-Filho A., Pinheiro C, Martinho O, AR Moreira M, Ribeiro LFJ, Queiroz
GS, Schmitt FC, Baltazar F, Reis RM. Molecular characterization of EGFR,
PDGFRA and VEGFR2 in cervical adenosquamous carcinoma. BMC Cancer, 2009,9:
212.

55- Yoshikawa H, Dogruman-Al F, Turk S, Kustimur S, Balaban N, Sultan N. Evaluation
of DNA extraction kits for molecular diagnosis of human Blastocystis subtypes from
fecal samples. Parasitol Res. 2011 Oct;109(4):1045-50.

56- Lahiri DK, Nurnberger JI Jr. Links A rapid non-enzymatic method for the
preparation of HMW DNA from blood for RFLP studies. Nucleic Acids Res.1991 Oct;
11.19(19):5444.

40


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoshikawa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21499752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dogruman-Al%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21499752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Turk%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21499752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kustimur%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21499752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Balaban%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21499752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sultan%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21499752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21499752

OZGECMIS

28 Haziran 1986 tarihinde Bolu’ da dogan Gokge ERDOGAN, ilkogretimine
1992 yilinda Ilgaz/Cankiri’ da basglamis, 1997 yilinda Sinop Anadolu Lisesi’ ni
kazanmis ve 2004 yilinda Antalya Metin-Nuran Cakallikli Anadolu Lisesi’ nde lise
egitimini tamamlamistir. 2011 yilinda Selcuk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii’nden mezun olmustur. 2012 yilinda 6zel bir biyokimya laboratuvarinda biyolog
olarak ¢aligmis aym1 y1l Akdeniz Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali, Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans programina baglamistir. Halen

kayith yiiksek lisans 6grencisi olarak egitimini siirdiirmektedir.

41



