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Glokom, cagimizda, kérlige neden olan hastaliklar arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Primer Acik Acili Glokom (POAG), glokomun en sik rastlanan tipi
olarak 6ne ¢ikmaktadir ve oldukga sinsi ilerleyen bu hastalik tedavi edilmedigi
takdirde kalici gérme kaybi ve koérlige neden olmaktadir. Son yillardaki
calismalarla hastahdin olusumunda rol oynayan genetik faktorler hakkindaki
bilgiler arttikca, bu hastaligin oldukga karmasik ve bir ¢ok genetik-cevresel

faktorin etkilesimi ile ortaya ciktigr dusandlmeye baslamigtir.

Bu tez calismasinda hastaligin ortaya cikmasi ve seyrini etkiledigi distnulen
ancak ulasilan celigkili veriler sonucunda heniiz etkisi hakkinda bir fikir birligine
varilamamig olan MYOC.mt1 promotor varyantinin, Tlrk populasyonundaki POAG
hastasi ve saglikh bireylerde incelenerek bu konuda siren tartismaya katkida

bulunmak ve bu varyantin populasyondaki sikliginin belirlenmesi amaglanmigtir.

Calismaya, aralarinda akrabalik bagi bulunmayan 88 POAG hastasi birey ve 123

saglikl birey kontrol olarak dahil edilerek periferik kan érnekleri toplanmisgtir.

Galismada genotip saptanmasi icin, Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon
Parca Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) yéntemi uygulanmisg, bu ¢ercevede PCR
teknigi ile cogaltilan ilgili DNA bdlgesi, uygun bir restriksiyon enzimi (AlwNI) ile
kesilerek olugan kesim Urtinleri agaroz jel elektroforezi ile incelenmigtir.

Elde edilen bulgulara gére, Tlurk populasyonunda MYOC.mt1 varyantinin POAG

ile dogrudan herhangi bir iligkisinin olmadigi sonucuna variimigtir.

Anahtar sézciikler: MYOC, TIGR, mt1, POAG, Glokom
Danisman: Prof.Dr. Ay OGUS, Hacettepe Universitesi, Biyoloji Bolimi, Molekiler
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Investigation Of The Association Of The MYOC.Mt1 Promoter Variant With
The Development And Progression Of POAG In Turkish Population

Serkan Orcan

ABSTRACT

Glaucoma is one of the leading causes of irreversible vision loss and blindness in
the modern world. POAG is the most common type of glaucoma, and due to its
virtually unsymptomatic development and progression, POAG leads to irreversible
vision loss and even blindness if untreated. As our understanding of the genetic
factors behind the disease increase rapidly, it is suggested that POAG is a
complex disease with many genetic and environmental factors associated with

each other.

In this research, our aim was to contribute to the debate about the MYOC.mt1
variant and its association with POAG development and progression, since there

is conflicting data present in current literature.

For this purpose, 88 POAG patients and 123 healthy subjects with no relationship
were included as control group in this study.

For genotyping, we used the PCR-RFLP method, which included the amplification
of the interested DNA region and cleavage with a restriction enzyme (AlwNI). We
applied agarose gel electrophoresis and staining to visualize the results of the

reaction.

Our data obtained in this study suggests no direct association of MYOC.Mt1

promoter variant with POAG progression and development in Turkish population.

Keywords: MYOC, TIGR, mt1, POAG, Glaucoma
Advisor: Prof.Dr. Ay OGUS, Hacettepe University, Department of Biology,

Molecular Biology Section.
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1. GiRiS

Gunimuizde, o6zellkle insan Genom projesinin  sonuglanmasindan sonra,
molekuler genetik alanindaki hizli gelisme sayesinde bir¢ok hastaligin nedenlerinin
ortaya cikarilmasinda ve tedavisinde dénemli gelismeler yasanmaktadir. Birgok
hastaligin genetik temelleri yavas yavas ortaya cikariimaktadir. Ozellikle, erken
taninin tedavideki buydk ©6nemi g6z o6ninde bulundugunda, bir hastaligin
olusumunun c¢ok erken donemlerinde, hentz higbir belirti olmadan saptanmasinin
ya da alinacak dnlemlerle insanlarin hastaliga yakalanmadan tedavisini mimkan

kilabilecek molekuler tani yéntemlerinin geligtiriliyor olmasi heyecan vericidir.

Diger hastaliklarda oldugu gibi, g6z hastaliklarinda da artik ¢agdas yaklasim
hastalik ortaya ¢cikmadan tani koymak ve kisiye 6zguin dogru tedaviyle bireyin
hastaliktan en az dizeyde etkilenmesini saglamaktir. Bu c¢ercevede g6z
hastaliklarinin  genetik temelleri tum dUnyadaki yodun molekiler genetik
calismalarla arastiriimaktadir.

Glokom, Dlnyada gérme kaybi ve kérlige neden olan hastaliklarin basinda
gelmektedir. Glokomun bir¢cok farkl cevresel ve genetik faktérin etkilesimiyle
ortaya cikan bir hastalik oldugu dasindlmektedir. Glokomun farkli tipleri vardir
ancak en sik rastlanilan tipi, Primer Acik Acili Glokom’dur (POAG). Hastalik sinsi
bir sekilde belirti gdstermeden ortaya cikar ve ilerler, bu nedenle hastaliga genetik
olarak yatkin bireylerin belirlenmesi erken tani ve tedavi agisindan ¢ok énemlidir.
Son yillarda yapilan molekiler genetik ¢calismalar glokomdan sorumlu olabilecek
genlerin saptanmasina yonelmis ve hastaligin olusumunda pay sahibi olan genetik

mutasyonlardan bir kismi saptanmistir.

Bu giine kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda POAG’nin olusmasinda roli olan 7
lokus saptanmistir. Bu lokuslar GLC1A, GLC1B, GLC1C, GLC1D, GLC1E, GLC1F
ve GLC1G olarak adlandiriimistir. Yakin zamanda GLC1A lokusunda MYOC geni,
GLC1E lokusunda OPTN geni ve son olarak GLC1G lokusunda WDR36 geni
(bagisikhk sisteminde T-hlcrelerinin aktivasyonunda rol almaktadir) tanimlanmistir
(Stoilova et al., 1996; Stone et al., 1997; Wirtz et al., 1997; Sarfarazi et al., 1998;



Trifan et al., 1998; Wirtz et al., 1999; Samples et al., 2004; Baird et al., 2005;
Monemi et al., 2005).

MYOC geni, 1.kromozomda, 1924.3 bdlgesinde yer alir ve bu gendeki
mutasyonlarin glokoma neden olabildigi g&sterilmistir (Stone et al., 1997). Son
yilllarda yapilan bir calismada ise genin promotor bélgesinde, -1000
pozisyonundaki tek nikleotit polimorfizmi (SNP) bulunmus ve MYOC.mt1 olarak
adlandirilmistir. MYOC.mt1 varyantinin, hastaligin fenotipi ve seyrinde rolinln
oldugu, tedavide alinan sonugclari etkileyebildigi éne sOrGlmUstdr. Ancak daha
sonra yapilan calismalarda celiskili sonuclara ulasiimig ve bu konuda henlz bir
fikir birligine varilamamistir (Colomb et al., 2001; Alward et al., 2002; Copin et al.,
2002; Polansky et al., 2003; Fan et al., 2004).

MYOC.mt1 varyantinin varhidinin hastaligin seyrini ve tedaviye cevabi etkilediginin
6ne slrulmesiyle bazi hastalarda neden tedaviye cevap alinamadiginin
aydinlatilmasi konusunda bir umut 15131 ortaya ¢ikmistir, hatta bu varyant icin ticari
bir test piyasaya surlimuUstir. Ancak daha sonra yapilan calismalarda celigkili
sonugclara ulagiimasi nedeniyle bu konu hentz agiklik kazanmamisgtir.

Bu tez calismasinda, TUrk populasyonunda Mt1 varyantinin sikligi ve hastaligin
fenotipiyle ve seyriyle iligkisi arastiriimistir. Genotip saptanmasi icin PCR-RFLP
yontemi kullanilmig, bu ydntem cercevesinde, hasta ve saglikli bireylerden alinan
kan 6rneklerinden izole edilen DNA dnce PCR ybéntemi ile cogaltilmis, sonra da
uygun bir restriksiyon endonikleaz enzimi ile kesilerek olusan fragmentler agaroz
jel Gzerinde gorintllenerek genotipleme yapilmistir. Galisma, bu konuda Tirk
hastalarla yapilan ilk calisma &6zelliginde olup literatirdeki POAG ve MYOC.mt1

varyantinin iligkisi Gzerine var olan tartismaya katki saglamak amacindadir.



2. GENEL BILGi

2.1. Glokom

Glokom, karmasik genetik ve cevresel faktbrlere bagh olarak gelisen, ve optik
ndropatiden olusan heterojen bir hastalik grubunun genel adidir. Ozellikle orta
yasin Ustliindeki bireylerde gelisen bu hastalikta baglangicta cogu zaman hasta
tarafindan fark edilebilen hi¢ bir belirtinin gérilmemesi nedeniyle oldukga sinsi bir
sekilde ilerleyen hastalik, giderek artan bir gérme kaybina neden olmakta ve dogru
tedavi uygulanmazsa korlikle sonuglanabilmektedir. 2010 yilinda dinya ¢apinda
yaklasik olarak 60.5 milyon glokom hastasi olacagi tahmin edilmektedir. (Quigley
and Broman, 2006).

Glokomda, gérme kaybina optik sinirin geri déntsimsiz bir sekilde zarar gérmesi
neden olmaktadir. Bunun disinda optik sinir basinin anormal gérintisl, gbérme
alanindaki karakteristik kayip ve optik sinirdeki hasarin agrisiz ve kronik olarak
ilerlemesi hastaligin karakteristik 6zellikleridir (Quigley, 1993).

Glokom, anatomik olarak ve ortaya ¢iktigi yasa gére siniflandirilir. Genel olarak 3
blyUk grupta siniflandirma yapilmaktadir.

1- Primer Akut Kapali A¢ili Glokom

2- Primer Konjenital Glokom

3- Primer Acik Agili Glokom
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Sekil 2.1 Goziin yapisi (http://www.gata.edu.tr/cerrahibilimler/goz/saglikprof/dersler/anatomi.htm).

Normal g6z Glokomlu g6z

Sekil 2.2 Normal gérme ve glokomatéz gérme kaybi (http://www.glaucoma.org.au/whatis.htm).

2.1.1. Primer Akut Kapali Acili Glokom

Lensin apozisyonu nedeniyle kornea ve iris arasindaki aginin kapanmasi sonucu
g6zdeki sivi dolagsiminin engellenerek g6z igi basincin artmasiyla ortaya ¢ikan bir
durumdur. Géz i¢i basincin artmasiyla optik sinirin hasar gérmesi sonucu tedavi
edilmezse ciddi gérme kaybina ve kérlige neden olabilir. GOz igi basincin aninda

mudahale ile hizla dastrilmesi gerekir, yoksa bir ka¢ saat icinde bile kalici gérme



kaybina yol acabilir. Cogu zaman ataklar karanlikta veya stresli durumlarda
meydana gelir. Bunun nedeni bu gibi durumlarda g6z bebeginin blydyerek aginin

tamamen kapanmasina yol agmasidir.

iris ve lens
arasindaki
akiga kars
artan direng

Gergin
gbzbebedgi

Sivinin birikimi irisi
ileri dogru iterek
trabekiiler ad kapatiyor

i J
T

Kiiciik Gozbebegi Yari-Genislemis Gézbebedi

Sekil 2.3 Akut kapali agili glokomun olusumu (BMJ 2004;328;97-99).

Sekil 2.4 Kapali acili glokomlu géz (BMJ 2004;328;97-99).



2.1.2. Primer Konjenital Glokom

Ender goérilen bir genetik bozukluktur ve genellikle dogumda ya da dogumu
izleyen 1. yil igerisinde ortaya ¢ikar. Ancak bazi durumlarda 3. yila kadar ortaya
ciktigr goériimustir (Dickens and Hosskins, 1996). Uygun tedavi uygulanmadigi
takdirde optik sinir hasari ve gérme kaybina yol agmaktadir. Hastanin, gelisimsel
bir anomali nedeniyle gbzdeki akdz hiumor sivisinin dolagiminin engellenmesine
bagl olarak ortaya ¢iktig1 distnilmektedir (Kupfer and Kaiser-Kupfer, 1979).

2.1.3. Primer Acik Acili Glokom

Primer acgik agili glokom (POAG), glokomun en sik rastlanan tipi olup, dinya
capinda yaklasik 37 milyon kiside go6ralmektedir (Ray, 2003). Hastahgdin
baslangicinda belirti gérilmemesi nedeniyle, ancak hasta geri dénilmez gbérme
kaybina ugradiktan sonra fark edilebilmektedir. POAG ¢ogunlukla yagli bireylerde
g6rilmekte ve yasla birlikte gérilme sikhigi da artmakla birlikte ortayas ve
Oncesinde de ortaya ¢ikabilmektedir. Temel olarak ortaya ¢iktigi yasa gore yetigkin
ve juvenil olarak iki formu bulunmaktadir. Hastaligin Afrika kokenlilerde daha sik
goruldagu ve belirtilerinin daha siddetli olup tedaviye daha az cevap verdigi
yolunda bulgular vardir (Wilensky et al., 1978; Martin et al., 1985; Sommer et al.,
1991; Tielsch et al., 1991; Wormald et al., 1994; Buhrmann et al., 2000).

POAG ic¢in bilinen en blylk risk faktéri g6z i¢i basincin (IOP) artmasidir
(>21mmHg) (Anderson, 1989). Gdzin 6n bdliminde bulunan akdéz himér adli sivi
surekli bir sirklilasyona sahiptir ve bir taraftan Uretilerek bir taraftan da trabekuler
ag tarafindan gbzden uzaklastiriir. Bu sayede sabit bir basing olusturan sivi
g6zin seklinin korunmasinda &nemli rol oynar. Ancak bu sivinin gbzden
uzaklastinimasinda olusan bazi aksakliklar sonucu sivi Uretildigi  hizla
bosaltilamadigindan, g6z i¢i basing artar ve bu da optik sinir hiicrelerinin 6limuyle
sonuglanarak optik sinirde hasara ve kalici gérme kaybina yol agabilir.
GUnimUzde glokom tedavisinde uygulanan en énemli yontem g6z i¢i basincin
dasardlmesidir. IOP’si yiksek olan her bireyde glokom gelismese de bu kigilerin
yuksek risk altinda oldugu bilinmektedir ve mutlaka periyodik olarak kontrol

edilmeleri gerekmektedir.



Bazi olgularda, g6z i¢i basing normal degerler igerisinde oldugu halde optik sinirde
hasar olugsmaktadir. Bu durum Normal Tansiyonlu Glokom (NTG) olarak
adlandiriimaktadir. NTG’ye yol acan nedenler hakkinda hentz yeterli bir bilgimiz
bulunmamaktadir. Bilinmeyen bir nedenle, optik sinir normal g6z i¢i basincinda
bile hasar gérebilmektedir. NTG hakkinda arastirmalar devam etmektedir.

; . Trabekiiler agda

akisin engellenmesi

/ Artmis ven basinc

Irisin trabekiler aga
iris ve Mercek arasindaki dodiru yassilasmasi
akisin engellenmesi

Sekil 2.5 Akdz Humor dolasimi ve olasi engellenme noktalari (BMJ 2004;328;97-99).
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Sekil 2.6 Glokomda optik diskte meydana gelen degisimler (BMJ 2004;328;97-99).

2.1.4. POAG Kalitimi

Bu giline kadar yapilan arastirmalarda, POAG’nin siyah irkta beyazlara oranla 5
kat daha sik gorlldigu ve hastalarin birinci dereceden yakinlarinda riskin 8 kat
kadar daha fazla olabildigi gbsterilmistir (Tielsch et al., 1991; Johnson et al., 1996).
Bu sonuglar hastaligin genetik temellerinin arastiriimasi yolundaki c¢alismalarin
yogunlagsmasina yol agcmistir.

Yapilan genetik baglanti calismalari sonucunda, hastaligin otozomal kalitim
gbsterdigi ancak eksik penetransa sahip oldugu yolunda bulgular elde edilmigtir
(Sarfarazi, 1997). Hastaligin yetiskinlerde gérulen tipinin Mendel kalitimina uygun
olmayan bir sekilde kalitim gdsterdigi; juvenil tipin ise otozomal dominant bir
kalitima sahip oldugu savunulmaktadir (Wiggs et al., 1998).



POAG’nin patofizyolojisinde genetik faktorlerin rol aldigi agik olsa da bu rol ve
hastahdin kalitimi hentiz tam olarak anlasilamamigtir. Hastaligin karmasik ve ¢ok
faktorll bir etiyolojiye sahip oldugu distnulmektedir. Bu modelde, bir ¢ok farkh
genin ve cevresel faktorlin etkilesimiyle POAG’nin patolojisinin belirlendigi 6ne
surtlmektedir (Newell, 1986).

Bu giine kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda POAG’nin olusmasinda roli olan 7
lokus saptanmistir. Bu lokuslar GLC1A, GLC1B, GLC1C, GLC1D, GLC1E, GLC1F
ve GLC1G olarak adlandiriimistir. Yakin zamanda GLC1A lokusunda MYOC geni
ve GLC1E lokusunda OPTN geni, son olarak ise GLC1G lokusunda WDR36 geni
tanimlanmigtir (Stoilova et al., 1996; Stone et al., 1997; Wirtz et al.,, 1997;
Sarfarazi et al., 1998; Trifan et al., 1998; Wirtz et al., 1999; Samples et al., 2004;
Baird et al., 2005; Monemi et al., 2005).

Cizelge 2.1 POAG’den sorumlu lokuslar ve tanimlanan genler.

Lokus Lokasyon Gen GenBank no Kaynak
GLC1A 1921-31 MYOC NM_000261 Stone, 1997
GLC1B 2cen-q13 - - Stoilova, 1996
GLC1C 3921-24 - - Wirtz, 1997
GLC1D 8p23 - - Trifan, 1998
GLC1E 10p15-14 OPTN NM_021980 Rezaie, 2002
GLC1F 7035-036 - - Wirtz, 1999
GLC1G 5g22.1 WDR36 NM_139281 Monemi,2005

2.1.4.1. OPTN geni

GLC1E lokusunda saptanan OPTN genindeki bazi mutasyonlarin (E50K, R545Q,
c691-692insAG ve M98K) POAG’ye neden olabilecegi, 6zellikle NTG olgularinin
%16.7’sine bu gendeki mutasyonlarin neden oldugu rapor edilmistir (Rezaie et al.,
2002; Sarfarazi et al., 1998). Ancak, daha sonra yayinlanan bir ¢ok arastirmada
hasta ve kontrol gruplarinda benzer mutasyon dagilimlarina rastlanmistir (Aung et
al., 2003; Baird et al., 2004; Leung et al., 2003; Tang et al., 2003; Toda et al.,
2004; Wiggs et al., 2003). Yapilan g¢aligmalardan sadece bir tanesinde M98K
mutasyonunun POAG ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Willoughby et al., 2003).
Ayrica, son zamanlarda, H486R mutasyonunun da Juvenil tip POAG ve NTG'ye




neden olabilecegdini gdsteren ¢aligsmalar da rapor edilmistir (Willoughby et al., 2004;
Leung et al., 2003).

Bu gline kadar yapilan ¢alismalardan sonra, OPTN geninin glokomda bir rolintn
oldugu dasunulmekle beraber, bu rol her allel icin kesinlik kazanmamigtir. Bu
konudaki baska bir varsayim da, OPTN mutasyonlarinin ancak bireydeki genetik
yapinin uygun olmasi durumunda glokoma yol acabildigi yolundadir ve bu sayede
neden mutasyonlarin saglikl bireylerde de gortldugu agiklanmaktadir (Libby et al.,
2005).

2.1.4.2. Miyosilin proteini ve MYOC geni

Miyosilin, 1997 yilinda, Polansky ve arkadaslar tarafindan, glukokortikoidlerin
insan trabekller ag hicrelerinde uzun ddnemli etkileri tarafindan indidklenen
proteinlerin arastiriimasi sirasinda bulunmustur ve bu 6zelliginden dolayr TIGR
(trabecular meshwork inducible glucocorticoid response protein) olarak
adlandiriimistir (Polansky et al., 1997). Ayni yil, Kubota ve arkadaslan (1997) da
ayni diziye sahip bir cDNA’yI insan retina katiphanesinden klonlamig ve bu genin
kodladigi proteini insan ve domuz retinasinda incelemigstir. Proteine myosilin adi
verilmistir. Insan Genom Organizasyonu (HUGO) genom bilgibankasi isimlendirme
komitesi 1998’de gene ve genin Urind olan proteine ayni adi vermigtir. Gen
sembolu MYOC olarak belirlenmistir. Bazi kaynaklarda TIGR ya da TIGR/MYOC

olarak da karsilasiimaktadir.

Myosilin 504 amino asitten olusan ve yaklasik molekdl agirhdi 55-57kDa civarinda
olan bir proteindir. izoelektirik noktasi (pl) yaklasik olarak 5,2°dir (Kubota et al.,
1997; Ortego et al.,1997). Myosilinin farkli molekdl agirhdina sahip formlarinin
varhdi  translasyonel ve  post-translasyonel islemlerden  gecmesiyle
aciklanmaktadir ve bunda esas olan tek transkript olmasi rol oynamistir (Kubota et
al., 1997; Adam et al., 1997; Ortego et al., 1997; Nguyen et al., 1998; Tamm et al.,
1999). Myosilinin glikozile ve glikozile olmayan 2 formu bilinmektedir. Glikozile
form 66kDa, glikozile olmayan form ise 55kDa agirligindadir. Protein hicre iginde

ve disinda yerlesim gdsterir (Polansky et al., 1997; Nguyen et al., 1998).
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Myosilinin iki énemli iglevsel bdlgesi oldugu anlasiimistir. N-ucunda Myosin
benzeri bir domeyn ve C-ucunda ise olfaktomedin benzeri bir iglevsel bdlge yer
almaktadir. Proteinde ayrica 76.-116. amino asitler arasinda “I6sin zipper” moitifi,
olasi bir ¢ok glikozilasyon ve fosforilasyon bdlgesi bulunmaktadir. Ayrica 32 amino
asitten olusan sinyal dizisine sahiptir (Johnson, 2000). Stres durumunda g&zde
yuksek miktarlarda Uretildigi yolundaki verilere dayanilarak ayni zamanda bir
molekiler saperon gibi davranarak koruyucu bir roli de olabilecegi 6ne

surdimastdr (Johnson, 2000).

Sinyal Peptidi Leucine Zipper
M@.I 50 117 166 208 3z6 501

NH, Myosin benzeri Domeyn

Olfaktomedin Domeyni

Sekil 2.7 insan myosilin proteininin sematik gizimi (Tamm, 2002)

insanda, MYOC geni, 1. kromozomda 1qg24.3 bélgesinde yer almaktadir ve
yaklagsik olarak 17kb baydkligindedir. Genin 3 ekzonu bulunmaktadir ve
transkripti 2.3 kb dir. Olfaktomedin domeyni neredeyse tamamen 3. ekzon
tarafindan kodlanmaktadir. Rekombinant myosilinin ve salgilanan myosilin
molekulllerinin - 120-200kDa agirhginda dimer ve multimerler olusturdugu

saptanmisgtir.

Polimorfizmler
Tyr4TTyn  Glu29sGlu
ASpTTGIu:  [Giyi22G1y Thra25The & 'y vesssarg
Arg76Lys; | LeulfSLeu i "
Prot3Pro ! | !lLeutsoLeu Thr2ssThr L+ &
Promotor kzon 1/& | Ekzon 2 i Ekzon 3
6" EERSTITIET
I Thr2eaLys b | ProssiLeu
: Glu3szlys ! noo
GlyIsTArg! no Alad4EVal
- : !
MYOC.mtl varyanti Mutasyonlar I_y' s
Alad27Thr!

Sekil 2.8 MYOC geninin semasi, polimorfizmler, mutasyonlar ve MYOC.mt1 varyantinin yerlesimi
(Cohen, 2004).
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Maymun, fare, rat, ve inekte myosilin geni karakterize edilmigtir (Fingert et al.,
1998; Tomarev et al., 1998; Takahashi et al., 1998; Abderrahim et al., 1998;
Taniguchi et al., 2000; Ahmed et al., 2001; Fingert et al., 2001). insan ve maymun
genleri %97 oraninda benzer proteinleri kodlamaktadir (Fingert et al., 2001).
incelenen tim tiirlerde, “lésin zipper” motifinin ve olfaktomedin iglevsel bélgesinin
korunmus oldugu saptanmistir. DNA dizilerinin de blyUk oranda korunmus oldugu,
Ozellikle olfaktomedin domeyninde bu oranin ¢ok yiksek oldugu bulunmustur ki
aynl zamanda bu domeyn, insanda glokoma neden olan MYOC mutasyonlarinin

en sik gbraldugu bélgedir.

2.1.4.3. MYOC geninin ifade edildigi dokular ve yerlesimi

insan géziindeki neredeyse tim okiler dokularda ifade edilmektedir. Trabekiiler
ag (TM), silier cisim, sklera, koroid, kornea, iris, optik sinir basi baslica ifade
edildigi yerlerdir (Adam et al., 1997; Ortego et al., 1997; Tamm et al., 1999). Farkli
oranlarda ifade olmakla birlikte en gok TM, sklera ve iriste ifade edilir. Ayrica, g6z
disinda, iskelet kasi, kalp, timiUs, prostat, testis, ince barsak, kolon,mide, tiroid,
kemik iligi gibi dokularda da sentezlenmektedir (Ortego et al., 1997; Nguyen et al.,
1998; Fingert et al., 1998; Adam et al., 1997).

Myosilin, gbzde, Ozellikle trabekiler ag, kornea, optik sinir, iris, retina ve vitr6z
himérde bulunmaktadir. Ayrica akéz himérde 6nemli oranda ve kompleks
olusturmus bir sekilde bulunmaktadir. Optik sinir aksonlarinin myelin kilifinda da
bulunmaktadir (Karali et al., 2000).

Myosilin ve fibronektin arasinda etkilesimin oldugu ve bu etkilesimin 6zellikle
fibronektinin hicre iskeletinin dizenlenmesi, sinyal iletimi ve fagositozda rol alan
bolgeleriyle gerceklestigi gosterilmigtir. Myosilin ve fibronektin arasindaki bu
etkilesimlerin hlcre disi matriksin olusumunda rol aldigi bu sayede de trabekuler

sivi akiginin dizenlenmesinde etkili oldugu distnulmektedir.

Akdz humor icinde énemli bir bilesen oldugu ve hem glikozile hem de glikozile

olmayan formunun bulundugu saptanmistir. Myosilin burada monomer degil
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kompleks yapmis olarak bulunmaktadir (Russell et al., 2001; Fautsch and Johnson,
2001).

Myosilinin temelde hicre digina salgilanan bir protein olsa da bazi arastirmacilar
hicre icinde de 6nemli rolindn olabilecegini 6ne surmektedir (Tamm, 2002).
Myosilinin mitokondri, aktin/myosin motor sisteminde ve hlcre iskeletinde
saptanmasiyla, hlcre icinde de roll oldugu yolundaki 6neriler destek bulmaktadir
(Stamer et al., 1998; Clark et al., 2001; O’'Brien et al., 1999).

2.1.4.4. Myosilin ve glokom iligkisi

Yillardir yapilan ¢aligmalar sonucu juvenil tip POAG'li ailelerde %8'den %36’ya
ulasan oranlarda hastaliga neden olan MYOC mutasyonlari bulunmustur (Adam et
al., 1997; Kee and Ahn, 1997; Stoilova et al., 1997; Suziki et al., 1997; Angius et
al., 1998; Brezin et al., 1998; Mansergh et al., 1998; Michels-Rautenstrauss et al.,
1998; Richards et al., 1998; Wiggs et al., 1998; Allingham et al., 1998; Stoilova et
al., 1998; Kennan et al., 1998: Mardin et al., 1999; Lam et al., 2000; Shimizu et al.,
2000). Ayrica yaklasik olarak yetigkin tip POAG hastalarinin yaklasik %3’lnde
MYOC mutasyonlari saptanmistir (Stone et al.,, 1997; Alward et al., 1998).
Saptanan bu mutasyonlarin yaklasik olarak %901 olfaktomedin domeynini
kapsayan 3. ekzonda yer almaktadir. Ayrica MYOC mutasyonlari pigmenter
glokom, eksfoliatif glokom, NTG, glokomsuz eksfoliasyon sendromu gibi
durumlarda da gérilmektedir (Alward et al., 2002). Bu bulgularin 1s1ginda MYOC
mutasyonlarinin genel bir etkiyle gézi glokomatéz hasara daha yatkin hale

getirdigi 6ne suralmektedir (Tamm, 2002).

MYOC genindeki mutasyonlar, POAG hastalarinin %2-%5’inde gértulmektedir
(Stone et al., 1997; Wiggs et al., 1998; Alward et al., 1998; Fingert et al., 1999;
Michels et al., 2002; Chakrabarti et al., 2005). Juvenil POAG’de bu gendeki
mutasyon sikligi daha da artmaktadir (Stone et al., 1997; Stoilova et al., 1998;
Shimizu et al., 2000). Son zamanlarda, 3p21-22 bdlgesinde bulunan Q386STOP
mutasyonu yeni bir otozomal dominant lokus olarak rapor edilmistir (Baird et al.,
2005).
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En sik gérilen MYOC mutasyonu olan GIn368Stop, hastalarin %1.6 sinda ve
Japon populasyonu disinda incelenen tim populasyonlarda saptanmistir (Fingert
et al., 1999). Bu mutasyon, proteinde, olfaktomedin domeyninin yaklasik olarak
yarisinin eksik olarak bulunmasina yol agmaktadir. GIn368Stop mutasyonunu
tasiyan hastalarda IOP’nin normal ya da diisik diizeyde bir artisa sahip oldugu ve
ilag tedavisiyle rahatlikla kontrol edilebildigi géralmustir (Allingham et al., 1998;
Mardin et al., 1999; Angius et al., 2000). Bu mutasyona sahip hastalarda
hastalidin, ayni domeynde gorulen diger mutasyonlari tasiyan hastalara gore
oldukga geg¢ ortaya ciktigr (yaklasik 30 yil) géraimektedir (Allingham et al., 1998).
Buna neden olarak, sentezi yarida kalmis proteinlerin ER deki kontrol
mekanizmalan tarafindan ¢ok daha kolay taninanarak hizla parcalanmasi, diger
myosilin formlarinin ise bu kontrol mekanizmalarindan kacabilmesinin daha kolay
olabildigi 6ne surllmektedir (Tamm, 2002). Bu sekilde sentezlenen mutant
proteinlerin, normal homolog Gzerinden sentezlenen proteine baglanarak ya da
onunla rekabet ederek (dominant-negatif etki), ya da, diger hiicresel proteinlerle
anormal etkilesimlerde bulunarak fonksiyon kazaniminin POAG’'ye neden
olabilecegi distintilmektedir (Allingham et al., 1998).

Myosilin mutasyonu tasiyan juvenil POAG hastalarinin cogunda, diger hastalara
oranla, IOP’nin ¢cok daha ylksek oldugu ve hastaligin daha siddetli seyrettigi
gOralmustdr. Bu bulgulardan yola c¢ikilarak mutant myosilinin bir sekilde TM’den
ak6éz himor akigina engel oldugu dustnulmektedir (Nguyen et al., 1998). Ancak,
normal myosilinin akéz himdr akisindaki roli kesinlik kazanmamigtir. (Myoc -/-)
genotipteki farelerle (Myoc geni yok edilmis mutant fareler) yapilan calismada g6z
ile ilgili herhangi bir anormallik gézlenememistir ve normal myosilinin akéz himaor
akisinda oOnemli bir rolid olmadigi yolunda O6nemli bir kanit olarak
degerlendirilmektedir (Kim et al., 2001). Diger yandan, insan ve diger primatlarla
fare ve diger kemirgenlerin okuler agidan oldukga benzer yapilara sahip olsalarda
Ozellikle ak6z humor akisinda goérevli dokular agisindan énemli farkliliklar oldugu
da g6z o6nlne alinarak insanda bu durumun daha farkli olabilecegi

unutulmamalidir.

Glokomlu hastalarda ve deneysel olarak glokomun indUklendigi maymunlarin
gb6zleri kullanilarak yapilan c¢alismalarda, optik sinirlerde myosilin mRNAsInin
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miktarinin azaldidi rapor edilmistir (Ricard et al., 2001). Bu bulgular da myosilinin
glokom olusumu ve hastaligin seyrinde, optik sinir UGzerinden de etkisini
gbsterebilecegini distindirmektedir.

Myosilin promotoru

insan ve farede MYOC geninin promotoru 1997 de tanimlanmis ve dizi analizi
yapilmistir (Adam et al., 1997; Polansky et al., 1997). Bu calismalar sonucunda
MYOC promotorunda tipik bir TATA-kutusu ve transkripsiyon faktérleri icin cok
sayida olasi DNA baglanma dizisi ile bircok GRE (Glucocorticoid Response
Element) icerdigi gorulmistir. Ozellikle nt-77 ile nt-106 pozisyonlari arasinda,
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi igin korunmus bir bdlgenin oldugu
gbrulmustar. Bu bélgenin delesyonunda, promotor aktivitesinde énemli bir azalma

oldugu gézlenmigtir.

MYOC mi1 promotor varyanti

Colomb ve arkadaglari (2001) 2001 yilinda yayinladiklari ¢alismayla MYOC
promotorunda, MYOC.mt1 olarak adlandirdiklari, nt-1000 pozisyonunda bir C>G
tek nukleotit polimorfizmi (SNP) saptadiklarini duyurmuslardir. Bu ¢alismada, mt1
varyantinin dagihminda hastalar ve kontrol grubu arasinda istatistiksel acidan
anlamli bir fark olmadigini ancak hasta bireylerde hastaligin daha siddetli bir
fenotipe sahip oldugunu ileri sirmaslerdir. Mt1 varyanti tasiyan hastalarda, IOP’nin,
tagsimayanlara gbre daha yuksek seyrettigi ve tedaviye diren¢ gdsterdigini ayrica

her iki etkinin de kadinlarda daha fazla oldugu belirtilmigtir.

Bu calismanin yayinlanmasiyla birlikte mt1 varyanti ve POAG fenotipine etkileri
Uzerine heniliz sonuca baglanamamis bir tartisma baglamistir. Daha sonra yapilan
bir caismada MYOC mt.1 varyantinin APOE (-491T) varyantiyla etkilesim
gosterdigi ve ylUksek IOP ve IOP dusdricl tedaviye direng meydana getirdigi
gbsterilmistir (Copin et al., 2002). Polansky ve arkadaslari mt1 varyantinin POAG’li
hastalarda hastaligin seyrini etkiledigini ve mt1 tasiyan hastalarda hastaligin daha
siddetli ve hizh seyrettigini gdbstermiglerdir. Bu calismalarin yaninda son

zamanlarda mt1 varyantinin hastaligin fenotipini etkilemedidi yolunda sonuclara
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ulasan ¢alismalar yayinlanmigtir (Alward et al., 2002; Fan et al., 2004). Butin bu
zit bulgular, mt1 varyanti ve POAG fenotipine etkileri konusundaki tartismayi
siddetlendirmis ancak hentiz bir sonuca ulasilamamistir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya, Hacettepe Universitesi Goz Klinigi'ne basvurmus olan 88 POAG
hastasi ve 123 saglikh birey dahil edildi. Tim bireyler detayli bir oftalmik
muayeneden gecirildi. POAG grubunu, 40 yas Uzeri, kirma kusuru 5 diopteri ve
altinda, g6z i¢i basing 6lcimi 21mmHg ve Uzeri, optik sinir basinda, sinir lifi
tabakasinda ve gérme alaninda glokomatéz kaybi olan hastalar olusturdu. Kontrol
grubu icin ise, yas ve cinsiyet uyumlu saglikh bireyler secildi. Calismaya dahil
edilen bireylerin birbiriyle akrabalik bagi yoktur.

Bireylerden alinan periferik kan o6rnekleri, antikoagulant olarak EDTA iceren

tUplere alindi ve daha sonra bu 6rneklerden genomik DNA izolasyonu yapildi.

3.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu
Kandan genomik DNA’nin elde edilmesi icin, Yen (1992) yontemi modifiye edilerek

kullanildr.
1- EDTA’h thpte bulunan kandan 400ul 6rnek, 1.5ml’lik ependorf tipine aktarildi.
2- Alinan 6rnege 1ml. TE tamponu eklendi.

TE Tamponu
10mM Tris

imM EDTA
pH:7.6

3- 13000rpm’de 1' santriflj uygulandi.

4- Ustte kalan slipernatan atildi ve pelet tiip icerisinde birakildi.

5- Yukaridaki islem 3 kere tekrarlandi.

6- Pelette toplanmis olan akyuvar tabakasi Uzerine lizis tamponu eklendi ve son
hacim 500pl olacak sekilde TE tamponu eklendi.
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Lizis Tamponu

1M NaCl o0l
%10’luk SDS 80ul
10mg/ml Proteinaz K 10ul

7- Ornekler, 37°C’de gecelik inkilbasyona birakildi.

8- Tuplere esit hacimde fenol ve kloroform eklendi.

9- Tlpler iyice kanstirildi ve 4000rpm’de 2' santrifij edildi. Bu iglem ile
inklbasyondan sonra olusan hicresel atiklarin ¢okerek DNA’dan uzaklagsmasi
saglandi.

10- Slpernatan temiz bir tlbe aktarildi.

11- %100’lUk etil alkol eklenerek tlpler dikkatlice ¢alkalandi ve DNA’nin ¢okelmesi
saglandi.

12- %100’l0k etil alkol uzaklastirildi ve %70’lik etil alkol eklendi.

13- %70'lik etil alkol uzaklastirildi ve alkolin tamamen ugmasi igin 5-10" kadar
bekletildi.

14- 200-300pl steril distile su eklenerek DNA’nin ¢6zlinmesi saglandi.

3.3. izole Edilmig Olan Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile
Kontroll

Periferik kan érneklerinden izole edilmis olan genomik DNA agaroz jel elektroforezi
uygulanarak kontrol edildi. Bunun igin 2ullik DNA 6rnegi alinarak 1pul 6x yUkleme
¢Ozeltisi eklendi ve drnekler %1’lik agaroz jele yuklendi. 90V’luk potansiyel farki ile
30’ yuratilen érnekler etidiyum bromdr ile boyandi ve 300nm dalga boyunda UV

lambasi altinda incelendi. YUritme tamponu olarak 1xTBE tamponu kullanildi.

6x Yikleme Cozeltisi

%0,25 brom fenol mavisi

%40 (w/v) sikroz ¢ozeltisi
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10xTBE tamponu
1mM Borik Asit
20mM EDTA
1imM TRIS
pH=8.2

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, genomik DNA Uzerinde calisilacak olan bir gen ya da
DNA bélgesinin, uygun 6zgul primerler kullanilarak in-vitro olarak ¢ogaltiimasi igin
kullanilan bir ydntemdir (Saiki et al., 1998). GUnumulzde molekiler genetik
calismalarda yogun olarak kullaniimakta olan temel bir ydéntem durumundadir.

PCR, temel olarak 3 basamaktan olusur.

1- Gogaltilacak olan DNA bdlgesini tagiyan ¢ift sarmalli DNA molekillu yiksek
sicaklikta sarmallar arasindaki hidrojen baglarinin yikilmasiyla tek sarmal bir
yaplya geger (Denatlrasyon)

2- Cogaltimas! istenen bodlgeye 6zgul olan ve primer olarak adlandirilan
oligonukleotidler, DNA Uzerinde komplementer olduklari bdlgelere baglanir
(Annealing)

3- Primerlerin uzatilmasi (Extension):

PCR reaksiyon karisgiminda bulunan dNTP, MgCI2 ve Taqg polimeraz enzim
tamponu bilesenleri kullanan Taq polimeraz enzimi, 70-75°C araligindaki bir
sicaklikta, kalip DNA’ya baglanmis olan primerleri uzatir. Yeni olusan sarmal daha
sonraki reaksiyonlarda kalip olarak kullanilir ve bir cok kere tekrarlanan bu islemler
sonucunda istenen DNA bdlgesi ¢ok yiksek miktarlarda ¢ogaltiimis olur.

3.4.1. PCR’da kullanilan primerler

Polimeraz zincir reaksiyonunda
5-CCA TTG CGA ATA GAG CCA TAA-3’ (direkt)
5-TGG TGA AAT CTG GGG AAC TC-3' (revers)
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primerleri kullaniimis ve MYOC.mt1 varyantini kapsayan 309b¢ boyutunda bir

PCR 0rin0 elde edilmigtir.

3.4.2. PCR karigsimi
Polimeraz zincir reaksiyonu igin hazirlanan reaksiyon karigimi bir tlpte son hacim

15ul olacak sekilde hazirlandi.

10x Reaksiyon Tamponu 1.5ul
25mM MgCl2 0.9ul
10mM dNTP 1.5ul
100pmol/ul  Primer direkt 0.3pl
100pmol/ul  Primer revers 0.3ul
Taq Polimeraz 0.05pl
dHO 8.95ul
Genomik DNA 1.5l
Toplam hacim 15ul

3.4.3. PCR programi

95°C

94°C
58°C
72°C

72°C

3!
30"

30" 32 dongl
30"

3'

Elde edilen 309b¢ boyutundaki PCR Urinleri %1’lik Agaroz jelde 1xXTBE tamponu
ile yUrutdlerek kontrol edildi.
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3.5. RFLP (Restriksiyon Parca Boyu Polimorfizmi) Analizi

Restriksiyon enzimleri, DNA'yr &6zgil tanima dizilerinden kesmekte olup, bu
Ozellikleri nedeniyle molekller genetik galismalarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
DNA’nin bu enzimlerle kesilmesi ya da kesilmemesi sonucunda olugan farkh
uzunluktaki DNA fragmentlerinin incelenmesiyle analizine, RFLP analizi adi

verilmektedir.
Galismamizda MYOC.mt1 promotor varyantinin tesbiti igin AlwNI restriksiyon
enzimi kullanildi.  Ticari firmanin  6nerdigi  kosullarda kesim reaksiyonu

gerceklestirildi.

Kesim reaksiyon karisimi:

10x AlwNI tamponu 1.5ul
dH20 5.7ul
AlwNI 0.3ul
PCR rin( 7.5ul
Toplam hacim 15l

37°C gecelik inklbasyona birakild.
inklibasyon sonunda, 6rneklere 6x durdurma tamponu eklenerek reaksiyon
durduruldu ve érnekler %2’lik Agaroz jelde gérintilenerek incelendi.

3.6. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS 11.5 for Windows paket programi yardimiyla Ki-kare,
regresyon analizi, Student’s t-testi, Mann-Whitney U-testi, tek yonli ANOVA ve
Tukey HSD testleri uygulanarak degerlendirildi. Istatistiksel acidan anlamh p

degderi olarak p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

CGalisma kapsamina alinan POAG grubunda 56 kadin 32 erkek hasta yer aldi. Bu
hastalarin yas ortalamasi 62.66+10.32 olarak hesaplandi. Kontrol grubu olarak ise
yas ortalamasi 61.67+10.12 olan 67 kadin ve 56 erkek alindi. Gruplar arasinda
yas ve cinsiyet acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigi
arastirildi ve fark olmadigr saptandi (p=0.487, p=0.183). Hastalar en azindan 2
yillik takipten sonra calismaya dahil edildi. Hastalarin takip stresi, medyan degeri
8 yil olmak Uzere en az 2 yil en uzun ise 29 yil olarak gergeklesti. En ylUksek IOP

degerleri 21 ve 37mmHg araliginda 6lguldd.

Cizelge 4.1 Calismaya dabhil edilen hasta bireylerin ve kontrol grubunun yas ortalamalari
ve cinsiyetlerine gbre dagilimi.

Yas Kadin Erkek Toplam
POAG | 62.66+£10.32 56 32 88
Kontrol | 61.67+10.12 67 56 123

4.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrol Edilmesi

MYOC.mt1 promotor varyantinin saptanmasi icin secgilen PCR-RFLP ydntemi
cercevesinde 6nce genin promotorunda yer alan ve MYOC.mt1 varyantini iginde
bulunduran 309 bg¢’lik DNA bélgesi PCR uygulanarak ¢ogaltildi. Elde edilen PCR
dranleri, %1’lik agaroz jel Uzerinde goruntilenerek 100bc’lik DNA ladder ile
karsilastirilarak kontrol edildi ve jelde olusan bantlar incelendi. Sonugta

reaksiyonun istenildigi gibi gergeklestigi gézlendi.
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1- DNA ladder
(100bg-1200bg)

2-10-PCR
ardnleri (309bcg)

Sekil 4.1 PCR drlnlerinin agaroz jelde gérintilenmesi.

4.2. PCR Uriinlerinin ALWNI Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Elde edilmis olan PCR Urlnleri, AlwNI restriksiyon enzimi ile kesilerek genotip
saptamasi yapildi. 309b¢’lik Urlnler, kesildiginde 265b¢ ve 44b¢’lik 2 ayri fragment
haline gelmektedirler (Sekil 4-2). Kesilmis olan érnekler agaroz jel elektroforezi
yontemiyle goérsel olarak incelendi. Sonugta, MYOC.mt1 varyantini tasimayan
orneklerde kesim gerceklesmediginden, bu érneklerde 309b¢’lik tek bir DNA bandi
gbzlenirken MYOC.mt1 varyantini heterozigot olarak tasiyan érneklerde 309bg ve
265bc olmak Uzere iki, homozigot olarak tagsiyan 6rneklerde ise 265b¢’lik bir bant
oldugu goérildi. Kesim reaksiyonunun gerceklestigi drneklerdeki 44bc¢’lik DNA
parcas! ise, cok klcuk oldugundan, kullandigimiz agaroz jel elektroforezi
ybnteminde bant olarak gbézlenememistir. Ancak, 265b¢’lik bandin gdzlenmesi

kesim reaksiyonun sonucunun yorumlanmasi i¢in yeterli olmaktadir.
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309b¢

AlwNI

265b¢ 44bg

Sekil 4.2 PCR Grindnun AlwNI enzimi ile kesimi.

12345678910

e - —— e A e
Ll

300 bg

Sekil 4.3 Kesim Urlnlerinin agaroz jel gérintiisu.

1-DNA ladder (100bg-1200bg)
2- Kesilmemis 6rnek

3- Mt1 (-/+) (C/G)

4- Mt1 (-) (C/C)

5- Mt1 (-) (C/C)
6- Mt1 (-/+) (C/G)
7- Mt1 (+/+) (G/G)
8- Mt1 (-) (C/C)

9- Mt1 (-) (C/C)
10- Mt1 (-/+) (C/G)
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4.3. Elde Edilen Sonuclarin istatistiksel Analizi

Galismaya dahil edilen bireylerde MYOC.mt1 varyantinin varigi PCR-RFLP
ybntemiyle arastirildi. Sonugta POAG grubu hastalarda 64 (%72.7) bireyde
MYOC.mt1 varyantina rastlanmazken, 21 (%23.9) bireyin heterozigot, 3 (%3.4)
bireyin ise homozigot olarak MYOC.mt1 varyantini tasidigi gdértldi. Kontrol
grubunda ise 3 (%2.4) bireyin homozigot, 18 (%14.6) bireyin heterozigot olarak
MYOC.mt1 varyantini tasidigi, 102 (%82.9) bireyde ise bu varyantin bulunmadigi
saptandi. POAG grubu ve kontrol grubu arasinda MYOC.mt1 varyantinin varligi

yonUnden istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadigi goéruldi (p=0.204).

Cizelge 4.2 Mt1 varyanti oranlari.

MYOC.mt1 Genotipi POAG Kontrol

CC 64 (%72.7) 102 (%82.9)
CG 21 (%23.9) 18 (%14.6)
GG 3 (%3.4) 3 (%2.4)

CC- MYOC.mt1 varyantini tagimayan.
CG- MYOC.mt1 varyanti icin heterozigot.
GG- MYOC.mt1 varyanti icin homozigot.

POAG grubu ve kontrol grubundaki allel frekanslari incelendiginde G alleli kontrol
grubunda %9.8 POAG grubunda ise %15.3 olarak hesaplandi. Frekanslar
arasinda bir fark olsa da istatistiksel olarak bu farkin anlam tagimadigr géraldu
(p=0.083).Diger taraftan, cinsiyet g6z O6nlUne alindiginda da, hem POAG
hastalarinda, hem de kontrol grubu bireylerde, genotip frekanslarinin cinsiyete

bagl olarak degismedigi saptandi (p=0.676, p=0.902).

Yapilan genotip tayininden sonra, MYOC.mt1 varyantinin, hastaligin klinik
bulgularina bir etkisinin olup olmadigi POAG grubu bireylerin klinik verileri

incelenerek arastirildi.

Hastalarin POAG tanisi anindaki yaslari ve calismaya dahil edildikleri andaki
yaslari MYOC.mt1 varyati agisindan degerlendirildiginde, mt1 (+) oldugu saptanan
24 hastanin POAG tanisi konuldugu andaki yas ortalamasi ve standart sapmasi
51.58+9.47, mt1 varyantini tasimayan 64 hastada ise 53.94+9.73 olarak
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hesaplandi ve mt1 varyantinin bu agidan bir etkisi olmadigi sonucuna varildi
(p=0.313). Hastalarin ¢alismaya dahil edilme yaslari degerlendirildiginde ise mt (+)
bireylerin yas ortalamasi 61.96+10.88, mt (-) bireylerinki ise 62.92+10.17 olarak
hesaplandi ve bu kriter Gzerinde MYOC.mt1 varyantinin etkisi olmadigi géruldu
(p=0.699).

Cizelge 4.3 Hastalarin tani ve galismaya dahil edildikleri anki yas ortalamalari ve mt1 iliskisi.

- - P
Mt1 (+) (24 kisi) | Mt (-) (64 Kisi) degeri
Hastalarin POAG tanisi
konuldugundaki yaslar 51.58+ 9.47 53.94+9.73 0.313
Hastalarin ¢alismaya dabhil
edildikleri yaslan 61.96+10.88 62.92+10.17 0.699

Hastalarin 6élclilen ortalama IOP degerleri karsilastinldiginda, Mt1 varyantini
tasiyan bireylerin ortalama IOP degeri 27.29£3.9, tasimayanlarda ise 26.14+3.4
olarak hesaplandi ve MYOC.mt1 varyantinin bu hastalarda o&lcilen [IOP
degerlerine bir etkisinin olmadigi géruldu (p=0.182). Ayrica erkek ve kadin hastalar
kendi iclerinde ayri ayri da degerlendirildi ve ayni sonuca ulasildi (p=0.213,
p=0.455).

Cizelge 4.4 Mt1 varyanti tasiyan ve tasimayan hastalarda cinsiyete gére IOP degerleri.

Mt1 (+) Mt1 () | P degeri

Ortalama IOP degeri (mmHg) | 27.29+3.9 | 26.14£3.4 | 0.182

Erkeklerde 27+3.18 | 25.84+3.13 | 0.213

Kadinlarda 28+5.5 26.62+3.82 | 0.455

Hastalarin gdzlerindeki C/D oranlan da incelendi. Mt1 (+) hastalarda C/D orani
ortalama 0.58+0.21 olarak hesaplanirken, Mt1 (-) hastalarda bu oran 0.54 + 0.21
olarak bulundu ve Mt1 varyantinin C/D orani Uzerinde de bir etkisi olmadigi
g0rlldi (p=0.524).

Cizelge 4.5 Mt1 varyanti- C/D orani iliskisi.

Mt1 (+) | Ml () | P degeri

Ortalama C/D oranlari (medyan) 0.5(%1&)).21 0.5&1)1%21 0.524
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Ayrica hastalardaki aile hikayesi, kullanilan ilaglar ve trabekiletomi agisindan
MYOC.mt1 varyantinin bir etkisi olup olmadigi da arastirildi. Mt1 varyantini
tasiyan 24 hastanin 5’'inde (%20.8), mt1 varyantini tasimayan 64 hastanin 14’inde
(%22.2) aile dykisl oldugu saptandi. Mt1 tasiyan hastalarin ortalama kullandiklar
ilag sayisi 1.9+0.8, bu varyanta sahip olmayanlarda ise bu sayi 1.7+0.8 olarak
bulundu. Mt1 varyanti tasiyan hastalar arasindan 2 kigiye (%8.3), mt1 (-)
hastalardan ise 8 kisiye (%12.5) trabeklletomi uygulandigi saptanmistir. Yapilan
istatistik degerlendirme sonucunda MYOC.mt1 varyantinin varligi ile aile éykusu,
kullanilan ortalama ila¢ sayisi ve trabeklletomi uygulamasi arasinda bir iligki

olmadigi sonucuna variimistir.

Cizelge 4.6 Mt1 varyanti ve aile dykisa, kullanilan ilag sayisi ve trabekiletomi arasindaki iligki.

Mt1 (+) Mt1 (-) P degeri
Aile dykisu (sayi ve ylzde) | 5 (%20.8) | 14 (%22.2) | 0.889
Ortalama ilag sayisi 1.940.8 1.7£0.8 0.375
Trabekiletomi 2 (%8.3) |8(%12.5) |0.721

Son olarak hastalarin iginde bulunduklari POAG safhasi ile MYOC.mt1 varyanti
arasinda bir iligki olup olmadigi arastirildi. Yapilan dederlendirme sonucu 39 hasta
erken, 26 hasta orta ve 23 hasta da ge¢ glokom safhasinda olarak belirlendi. Geg
safhadaki hastalarin yas ortalamalarinin  67.30£8.63, orta safhadakilerin
61.46+£11.18, ve erken glokom grubundakilerin yas ortalamasi ise 60.72+ 10.02
olarak hesaplandi. Sonugta ge¢ safha glokom hastalarinin yas ortalamasinin
erken ve orta safhadakilere goére daha yUksek oldugu géruldu (p=0.038, p=0.111).

Cizelge 4.7 MYOC.mt1 Genotiplerinin hastaligin degisik asamalarindaki dagihmi.

Genotip Erken Glokom | Iimh Glokom | Siddetli Glokom
C/C (normal) 27 (%69.2) 20 (%76.9) 17 (%73.9)

C/G (heterozigot) 11 (%28.2) 5 (%19.2) 5 (%21.7)

G/G (homozigot) 1 (%2.6) 1 (%3.8) 1 (%4.3)
Toplam birey sayisi | 39 26 23
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5. TARTISMA

Glnimizde, dzellikle insan Genom Projesi’nin ardindan, bir cok hastaliin genetik
temellerinin aydinlatiimasinda 6nemli adimlar atiimaktadir. Bu konuda yapilan,
molekller genetik calismalar, hem hastaigin molekiler patolojisinin

anlasiimasinda hem de erken tani ve tedavide 6nem kazanmaktadir.

Ortalama insan 6mrindn uzatiimasiyla beraber, ilerleyen yaslarda bir cok ¢cevresel
ve genetik faktérin etkilesimiyle ortaya ¢ikan karmasik yapili hastaliklarin erken
teshis ve tedavisi daha fazla 6énem kazanmigtir. Bu tlr hastaliklarda c¢agdas
yaklasim, hastalik henliz ortaya ¢ikmadan bireyin risk grubunda olup olmadiginin
belirlenerek hastaligin engellenmesi; ortaya ciktiktan sonra ise bireye 6zgu tedavi

ybntemlerinin uygulanmasidir.

Ozellikle karmasik ve bir cok faktdriin rol oynadigi hastaliklarda, farkli
polimorfizmler tasiyan hastalardaki klinik kargilastirma ve iligkilendirme ydntemi
ginumuzde giderek énem kazanmaktadir. Genin protein kodlayan ya da promotor
bdlgelerindeki belirli polimorfizmleri tasiyan bireylerde, hastalida yatkinhk, hastalik
ortaya ciktiginda ise hastaligin gelisiminde ve tedaviye cevapta farkliliklar
olabilecegi dustnutlmektedir. Bu polimorfizmlerin ve etkilerinin arasgtiriimasi, gerek
hastahidin molekiler patolojisi, gerek teshis ve tedavisinde &énemli yararlar

saglayabilir.

POAG hastalarinda Colomb ve arkadaglarinin (2001) MYOC geninin promotor
bdlgesinde saptadiklart ve MYOC.mt1 olarak adlandirdiklari  tek nukleotit
polimorfizminin (SNP), 6zellikle kadinlarda, hastaligin daha siddetli gértilmesine
neden oldugu ve bu varyanti tasiyan hastalarin tedaviye iyi cevap vermedigini 6ne
surmesiyle birlikte bir ¢cok arastiricinin dikkatleri bu konuya yogunlagmistir. Kisa
stirede teshis ve tedaviye yardimci olacagl disincesiyle, bu SNPnin
saptanmasina yoénelik genetik bir test geligtiriimis ve ticari olarak piyasaya
surblmagstdr. Polansky ve arkadaslari (2003) yayinladiklarn bir g¢alismada,
MYOC.mt1 varyantinin zamana bagli olarak hastaligin seyrini hizlandirdigini ve bu

varyanti tasiyan hastalarda hastaligin daha hizli ilerledigini géstermislerdir.
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MYOC.mt1 varyantinin POAG fenotipi Gzerindeki etkilerini gésteren bu ¢alismalara
karsilik diger bazi arastinicilar da farkli sonuglara ulastiklari bir takim makaleler
yayinlamislardir. Alward ve arkadaslarinin (2002) yani sira, Fan ve arkadaslari
(2004) da MYOC.mt1 varyantinin POAGnin gelisimi ve seyrinde herhangi bir
etkisinin olmadigini  savunmusglardir. Bu konuda yapilan celigkili yaynlar
sonucunda, MYOC.mt1 varyanti ve POAG’ye etkisi lzerine giderek alevlenen bir
tartisma baslamistir. Biz de, bu tartismaya katkida bulunmak amaciyla Tirk POAG
hastalarinda MYOC.mt1 tek nlkleotit polimorfizminin olasi etkisinin arastiriimasini

uygun bularak bu tez ¢alismasini hazirladik.

Calismamizda, POAG hastalarinda ve kontrol grubunu olusturan bireylerdeki
MYOC.mt1 varyantini tagima ve allel siklklari arasinda istatistiksel agidan anlamh
bir farkhlik gértlmediginden, biz de diger bazi arastiricilar gibi (Colomb et al., 2001;
Alward et al., 2002; Copin et al., 2002; Polansky et al., 2003; Fan et al., 2004),
MYOC.mt1 varyantinin, tek basina, POAG igin bir risk faktéri olmadigi sonucuna

ulasmis bulunuyoruz.

Calismanin bir diger amaci da Tark Populasyonu ve POAG hastalarinda
MYOC.mt1 polimorfizminin sikhgi hakkinda bilgi edinmekti. Bu konudaki
bulgularimiz da diger arastiricilarin ulastiklarina paralellik gdstermektedir ve
MYOC.mt1 varyantinin gérilme sikliginin Tirk populasyonunda da diger ¢alisiimig
populasyonlardakine benzer oldugunu gdstermektedir (POAG grubunda %27.3,
kontrol grubunda %17.1). Bu gine kadar yapilan calismalarda, sadece Fan ve
arkadaslari (2004), Cin populasyonunda farkli bir sonuca ulasiimistir. Fan ve
arkadaslari, hem POAG hastalarinda (%39,15) hem de kontrol grubunda (%36,20)

MYOC.mt1 polimorfizmini daha yiksek oranlarda saptamistir.

Elde ettigimiz bulgulara gére, MYOC.mt1 polimorfizminde (G) allelini tasiyan
POAG hastalarinin glokom fenotipi ve seyri agisindan, (C) allelini tasiyan
hastalarla herhangi bir farki gérilmedi. Ulastigimiz bu sonuglar, Alward ve
arkadaglari (2002) ile Fan ve arkadaglarinin (2004) bulgular ile 6rtigmektedir.
Ancak, Colomb ve arkadaslarinin (2001) calismasinda MYOC.mt1 promotor
polimorfizmini tasiyan hastalarda, caligsmaya dahil edildikleri andaki IOP
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degerlerinin daha yUksek oldugu ve bu polimorfizmin glokom tedavisine dirence
neden olabilecedi savunulmustur. Bu c¢alismada, ¢alismaya dahil olunan andaki
IOP degerlerini ve tani ile ¢calismanin baglamasi arasinda gecen zamanda IOP
degerlerindeki degisimi hastalik fenotipi ve tedaviye verilen cevap acisindan
gecerli parametreler olarak kabul edilmedi. Bunun nedeni ise hastalarin ayni
protokol ve ilaglarla tedavi edilmis olmamalaridir. Diger taraftan, Polansky ve
arkadaslari MYOC.mt1 varyantini tasiyan hastalarda tedaviye diren¢ agisindan bir
farklilik bulamamiglardir (Polansky et al., 2003). Bu acidan, MYOC.mt1 promotor
varyantinin tedaviye diren¢ konusunda bir etkisinin oldugunu 6éne slrebilmek icin
dederlendirme sirasinda, tedavide kullanilan ilaglar mutlaka g6z 06nlinde

bulundurulmalhdir.

Colomb ve arkadaslari (2001) ile diger arastiricilarin ¢alismalarinda elde edilen
bulgularin celismesi, hasta gruplarinin farkli kriterlere gbre secilmelerinden
kaynaklandigi dusdndlebilir. Colomb ve arkadaslarinin (2001), c¢alismalarinda
kullandiklari  hasta grubu, diger c¢alismalardakinden daha gen¢ olarak
gbrulmektedir (ortalama 45 yas).

Colomb ve arkadaslarinin (2001) yayininda, MYOC.mt1 polimorfizminin IOP ve
gorus alani Gzerindeki etkisi, 6zellikle kadinlarda daha ¢ok géze ¢arpmaktadir. Bu
nedenle, g¢alismamizda, mt1 varyanti ve cinsiyetin birlikte klinik parametreler
tzerine bir etkisinin olup olmadidi da arastirildi. Cinsiyetin tek basina ya da mt1
varyant ile birlikte, hastaligin fenotipi ve seyri Uzerinde bir etkisinin olmadigi
sonucuna ulagildi ki, bu sonuglar Alward ve arkadaslarinin (2002) bulgularnyla

paralellik géstermektedir.

Polansky ve arkadaslarinin (2003) calismasinda, POAG hastalari yaklasik olarak
15 yil takip edilmis ve hastaligin zamana bagl olarak ilerleyisi arastiriimigtir. Mt1
varyantini tagiyan hastalarda optik disk ve gérUs alanindaki hasarlarin daha hizli
ilerledigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ise, 5 yil agkin bir sure takip edilen mt1
tasiyicisi hasta sayisi yeterli olmadigindan zamana bagh bir degerlendirme
yapiimamistir.
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Galismamizda, mt1 varyantinin POAG geligimi ve seyri Uzerine herhangi bir etkisi
saptanmamis olsa da, géz 6nlne alinmasi gereken bagka bir nokta da, bu
varyantin tek basina degil, baska SNPler ile etkilesime girerek hastalik Uzerinde
etki gbsterme olasiligidir. Bu konuda yapilmis bir ¢alismada, APOE (-491T)
polimorfizminin, MYOC.mt1 polimorfizmi ile etkilesime girdidi ve her iki varyanti
birlikte tasiyan hastalarda IOPnin tasimayanlara oranla daha yiksek oldugu ve
IOP dlsUricl ajanlara karsi direnc meydana getirdigi yolunda bulgulara
ulasiimistir (Copin et al., 2002). Calismada, her iki varyanti beraber tasiyan
hastalarin sayisi istatistiksel agidan guvenilir bir analiz igin yeterli olmasa da, bu
dikkat cekici bir bulgudur. Bu konunun Uzerine egilinmesi ve bu SNPlerin
etkilesimleri ile etkileri beraber arastirimalidir. Bu glne kadar MYOC.mt1
varyantinin promotor aktivitesi ve gen ifadesi Uzerine etkisi konusunda elimizde
henliz bir veri bulunmamaktadir. Mt1 varyantinin ve POAG U(zerine etkisi
konusundaki tartismanin netlesmesi agisindan bu konuda yapilacak calismalara

gereksinim oldugu agikca gortimektedir.

POAG’de gbrilen nérodejenerasyonun apopitotik yoldan gergeklestigini gbz éniine
aldigimizda, apopitozun kontrol mekanizmalarinda rol alan genlerin POAG
progresyonu Uzerine etkisinin ortaya ¢ikmasi sasirtici olmayacaktir. Daha 6nce
yapilan calismalarda, (TNF-a)-308 polimorfizminin glokom fenotipine etki ettigi,
TNF-a ve  Optineurin etkilesiminin glokom riski ve fenotipine etki ettigi

gosterilmistir (Funayama et al., 2004; irkeg et al., 2005)

Bu tez calismasi, Tark POAG hastalari tizerinde MYOC polimorfizmleri konusunda
yapilan ilk genetik calisma olma 6zelligindedir. Elde ettigimiz veriler, MYOC.mt1
varyantinin tek basina hastaligin olusmasi igin bir risk faktoéri olmadigini ve
calistigimiz POAG hastalarinda hastaligin fenotipi ve seyrini etkilemedigini
gbstermektedir. Bu ve daha 6énce yapilmis olan ¢alismalarda POAG hastalarn ve
kontrol grubu bireylerde, MYOC.mt1 varyantinin gérilme sikligi acisindan
istatistiksel bir fark olmadigi gérildiginden bu polimorfizmin hastalik i¢in bir risk
faktéri olmadigr disdnulmektedir. Bu nedenle, MYOC.mt1 polimorfizmi igin
yapilacak genetik taramalarin POAG riski tasiyan bireylerin 6nceden
saptanmasinda bir yararinin olmayacagini sdéyleyebiliriz. Ancak, mt1 varyantini
tasiyan POAG hastalarinin glokom seyri agisindan dikkatle izlenmesi yerinde
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olacaktir. POAG ve MYOC.mt1 polimorfizmi arasindaki iligki konusunda suren
tartismanin noktalanmasi igcin degisik populasyonlarda, ¢ok sayida bireyle
calisiimasi ve en dnemlisi, iglevsel analiz yéntemi ile bu polimorfizmin promotor

aktivitesi ve gen ifadesi Uzerindeki etkisinin agiga cikariimasi gerekmektedir.

Ayrica, son yillarda yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle Alzheimer gibi nérodejenaratif
hastaliklarda glokom oraninin da &6nemli &lglde arttigi yolunda sonuglara
ulasilmistir (Bayer et al., 2002; Bayer et al., 2002). Bu sonuclarin 1s1ginda, bu
hastalikta roli olan SNPler ve apopitoz kontrol mekanizmalarinda rol oynayan
genlerdeki polimorfizmler MYOC.mt1 varyantiyla beraber degerlendirilerek POAG

Uzerine etkilerinin ayni hasta grubunda arastiriimasi yerinde olacaktir.
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Geneloc location for GCO1M168336:

Start: 168,336,216 bp from pter
End: 168,353,468 bp from pter
Size: 17,252 bases

Orientation:minus strand
RefSeq genomic assemblies:
NC 000001.8 NT 004487.17 NT 086598.1

UniProt/Swiss-Prot: MYOC HUMAN, Q99972 (See protein sequence)

e Sijze: 504 amino acids; 56972 Da
e Subunit: Homodimer. Interacts with OLFMS3.

e Subcellular location: Located preferentially in the ciliary rootlet and basal body of the
connecting cilium of photoreceptor cells, and in the rough endoplasmic reticulum. Also secreted.

Post-translational modifications:

e Glycosylated.

e Search PhosphoSite® for phosphorylation sites.

REFSEQ proteins: NP_000252.1

ENSEMBL proteins:
ENSP00000037502 ENSP00000350381

3 Gene Ontology (GO) cellular component terms:
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G0:0005783 endoplasmic reticulum
G0O:0005929 cilium
G0:0016020 membrane

Antibodies for MYOC:
;'i Search Cell Signaling Technology for Antibodies and Assays.

[eEgam

— Search for antibodies at Abcam and the World's Antibody Gateway (free search engine of over 150 antibody companies).

2 InterPro domains/families:
IPR003112 Olfac_like
IPR003924 Latrphl_receptor

ProtoNet protein and cluster: Q99972
1 Blocks protein family: [PB003112 Olfactomedin-like

UniProt/Swiss-Prot: MYOC HUMAN, Q99972

e Similarity: Contains 1 olfactomedin-like domain.

UniProt/Swiss-Prot: MYOC HUMAN, Q99972

¢ Function: May participate in the obstruction of fluid outflow in the trabecular meshwork.

Genatlas biochemistry entry for MYOC:
myocilin,cytoskeleton protein with multiple post-translational forms,cellular (55kDa) and secreted
55/66kDa,expressed in ciliated cells of cochlea and involved in the morphogenesis of ciliary
body,a major organizing center of the ciliated epithelium, also expressed in iris,sclera,neural
retina,heart,skeletal muscle,olfactory neuroepithelium (homolog of frog neuronal olfactomedin
related protein)

1 MGI mutant phenotype (inferred from 2 alleles) for Myoc

2 Gene Ontology (GO) molecular function terms
G0:0005198 structural molecule activity
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G0:0016524 latrotoxin receptor activity

2 Gene Ontology (GO) biological process terms (links to tree view):
GO:0007601 visual perception
GO:0009653 morphogenesis

10/21 bioalma chemical compound relationships

Compound Score |Articles |PubMed IDs for Articles with Shared Sentences (# sentences)
gluco-corticoid |103.06 2 10878948 (1), 9361308 (1)

glucocorticoid | 65.74 54 11726619 (3), 10459044 (2), 10550794 (2), 12618402 (2) (see all 51)

latrotoxin 57.14 2
dexamethasone| 28.01 22 10892845 (2), 16043859 (2), 10990486 (1), 11053284 (1) (see all 14)
leucine 25.46 15 11773029 (1), 12118081 (1), 12219254 (1), 12714629 (1) (see all 9)
latanoprost 13.62 2
hyaluronic acid | 9.06 3 14578398 (1), 9497363 (1)
nucleotide 8.48 16 12126543 (2), 14767915 (2), 11595024 (1), 16409756 (1) (see all 7)
asparagine 8.39 3 9556305 (1), 9754180 (1)
polyacrylamide | 8.26 5 11431441 (1)
REFSEQ mRNAs:

NM 000261.1

Additional cDNA sequence:
AF001620.1 AK097310.1 BC029261.1 D88214.1 U85257.1
4 DOTS entries:
DT.111574 DT.70102306 DT.95158302 DT.97823994
24/95 AceView cDNA sequences (see all 95):
AF001620 Al971049 AW292263 AW772701 BC029261 BF063281 BF725009 BF726094
BI821411 BM707284 BM709269 BP342027 BP343359 BU727147 CA391298 CA391750
CD678994 CD679214 CD679237 NM 000261 CA395272 CA395551 CD676728 CD676838
highest scoring ESTs for MYOC:
AF001620 AK097310 BC029261 BF725009 BF726094 BI818249 BI821411 BX483934 CA391298 CA391750
Unigene Cluster for MYOC:
Myocilin, trabecular meshwork inducible glucocorticoid response
Hs.436037
Unigene Representative Sequence: BC029261
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Orthologs from 5 species

Organism Gene Locus Description SI_-Iu_map NCBI accessions
imilarity

dog MYOC' -- myocilin 84.55(n) 490344 XM 547465.2 XP 547465.2
(Canis familiaris) 83.4(a)
chimpanzee MYOC' -- myocilin 95.06(n) 457511 XM 513995.1 XP 513995.1
(Pan troglodytes) 94.44(a)
rat Myoc' -- myocilin 81.56(n) 81523 XM 579496.1 XP 579496.1
(Rattus 81.36(a)
norvegicus)
mouse Myoc"* |1(83.60 cM)’ myocilin®* 82.99(n)' 17926' NM 010865.2' NP_034995.2"
(Mus musculus) 82.04(a)' | AB013592° AF039869*
African clawed  X1.23015""| -- Xenopus laevis transcribed sequence with 75.83(n) | BJO31036.1
frog weak similarity

(Xenopus laevis)

No similarity-to-human data found for MYOC in HomoloGene for: Sus scrofa,Bos taurus,Gallus gallus,Danio rerio,Drosophila
melanogaster,Caenorhabditis elegans,Saccharomyces cerevisiae,Silurana tropicalis,Oncorhynchus mykiss,Anopheles gambiae,Arabidopsis
thaliana,Chlamydomonas reinhardtii,Glycine max,Hordeum vulgare,Lycopersicon esculentum,Magnaporthe grisea,Oryza sativa,Saccharum
officinarum, Pinus taeda,Zea mays, Triticum aestivum, Vitis vinifera,Neurospora crassa,Schizosaccharomyces pombe,Ciona

intestinalis, Dictyostelium discoideum,Eremothecium gossypii,Kluyveromyces lactis,Medicago truncatula,Plasmodium falciparum,Schistosoma
mansoni,Sorghum bicolor, Toxoplasma gondii

10/109 NCBI SNPs are shown

Genomic Data Transcription Data Allele Frequencies
SNP ID Valid Chr 1 pos Sequence Recs CA& Type More Recs A;Irl‘;l‘e Pop s-all-(r)r:;:e More
rs20325552 C,F,0,A,H 168339359(+) ATAAAGACCAC/TGTGGGCACAA| 1 - | int 0 - - - -
rs235877+% |C,F,0,A,H 168345962(-) CAGTCATACCA/GCCTATGGacg 1 - | int 0 - | - - -
rs235869'%  C,F,0,A 168342616(-) CTGTGTAGGCG/TCTCCGGCCTIC| 1 | - | int o | - | -] - -
rs235917% | C,F,AH 168352236(-) TTTTAAGTCAC/TCAGACAAATT 1 | -  int 0 | - |[-]| - -
rs235874% | C,F,0,A 168345173(-) CGGTAAGTTGC/TTAAATTAAAT 1 | - | int 0 | - |- - -
rs2236875% C,F,0,A 168346340(+) TGGAGTTCACG/TTCTATCTATA 1 - | int 0 - | - -- -
rs235919*%  C,F,0,A 168352439(-) GATTGTTATTC/TGTACCTTTTG 1 | -- | int o - - - -
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rs6425364*2 C,F,A,H 168349365(+) AACAAAGCAGG/TCCTTCTCTTG 1 | -- | int 0 - - - ~
rs183532% | C,F,0,A 168341138(-) CATGTAGCACA/GCCATGATCAC| 1 | - | int o | - | -] - -
rs235878'%  C,F,0,A 168346789(-) CTGGCCTTGCA/CGTCATCCTGG 1 | -  int 0 | - |- - -
rs235871%% | C,F,0,A |168343599(-) TCAATAGGTGC/TTCCAATGATG 1 - | int 0 -- -- - -

All NCBI SNPs in MYOC

OMIM: 601652

search databases for these OMIM-named disorders:
Glaucoma 1A, primary open angle, juvenile-onset

UniProt/Swiss-Prot: MYOC HUMAN, Q99972

¢ Disease: Defects in MYOC are a cause of adult-onset primary open angle glaucoma (POAG)
[MIM:137760]; also called hereditary adult glaucoma or chronic open angle glaucoma (COAG). POAG is
a highly prevalent cause of irreversible blindness. It is characterized by cupping of the optic
disk and alteration of the visual field. Elevation of intraocular pressure is often present and is
a major risk factor. The disease is painless and often diagnosed at a late stage, when visual
field defects are severe.

¢ Disease: Defects in MYOC are a cause of juvenile-onset primary open angle glaucoma (JOAG)
[MIM:137750]; also called open angle glaucoma 1 A (GLC1A) or hereditary juvenile glaucoma.

10/27 bioalma disease relationships

Disease Score |Articles |PubMed IDs for Articles with Shared Sentences (# sentences)
glaucoma, primary open angle, juvenile-onset|1107.40 46 8684791 (9), 8882876 (6), 9548973 (6), 9222961 (6)

glaucoma open-angle 401.82 112 8684791 (5), 12504739 (3), 9535666 (3), 9639450 (3)

primary open angle glaucoma 383.67 58 10878948 (3), 10340788 (2), 12447164 (2), 15547491 (2)
glaucoma syndrome 281.53 167 15456875 (8), 11152659 (5), 8684791 (5), 12697062 (5)
glaucoma, primary open angle, adult-onset 189.36 3 10878949 (1), 15069026 (1)

ocular hypertension 109.16 23 11133859 (3), 11431441 (2), 9222961 (2), 11815346 (2)
intraocular pressure disorder 102.63 55 11152659 (2), 11006234 (1), 11803488 (1), 11992263 (1)
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aqueous humor disorders 101.20 28 16384965 (6), 11152659 (4), 11527946 (4), 15235575 (4)
corticosteroid-induced glaucoma 95.41 2 15194423 (1)
hydrophthalmos 79.34 9 9300658 (2), 10180507 (1), 10878949 (1), 11774072 (1)

10/141 PubMed articles:
the following papers are cited by 4 GeneCards sources:

¢ A novel myosin-like protein (myocilin) expressed in the connecting cilium of the photoreceptor: molecular cloning, tissue expression,
and chromosomal mapping. Kubota R. ... Shimizu N. (1997)

the following papers are cited by 3 GeneCards sources:

e Optimedin: a novel olfactomedin-related protein that interacts with myocilin. Torrado M. ... Tomarev S.1. (2002)
Gene structure and properties of TIGR, an olfactomedin-related glycoprotein cloned from glucocorticoid-induced trabecular meshwork
cells. Nguyen T.D. ... Polansky J.R. (1998)

e Characterization and comparison of the human and mouse GLC1A glaucoma genes. Fingert J.H. ... Stone E.M. (71998)

¢ |dentification of a gene that causes primary open angle glaucoma. Stone E.M. ... Sheffield V.C. (1997)

e Recurrent mutations in a single exon encoding the evolutionarily conserved olfactomedin-homology domain of TIGR in familial open-
angle glaucoma. Adam M.F. ... Garchon H.-J. (1997)

the following papers are cited by 2 GeneCards sources:

¢ Novel myocilin mutation in a chinese family with juvenile-onset open- angle glaucoma. Fan B.J. ... Pang C.P. (2006)

e Extracellular trafficking of myocilin in human trabecular meshwork cells. Hardy K.M. ... Stamer W.D. (2005)

e Myocilin binding to Hep Il domain of fibronectin inhibits cell spreading andincorporation of paxillin into focal adhesions. Peters D.M. ...
Peterson J.A. (2005)

e Myocilin mutations causing glaucoma inhibit the intracellular endoproteolyticcleavage of myocilin between amino acids Arg226 and
lle227. Aroca-Aguilar J.D. ... Escribano J. (2005)
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