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OZET

Yasa Bagl Katarakt, yash niifus arasinda goriis kayb1 ve bozuklugunun en yaygin
nedeni olarak bilinmektedir. Lens epitel hiicrelerinin apoptoza ugramasi hiicresel bazda
kataraktin olusumu i¢in temel bir olaydir. CUL4B, cullin-RING E3 ligaz sisteminin
temel bir bileseni olarak hedef proteinlerin iibikiitinasyon ve proteozomal
degredasyonlarini1 yiruterek bir¢ok hticresel olayda gorev yapar. CUL4B geninin Yasa
Bagli Katarakt ile iligkisi bilinmemektedir. Bu nedenle, Yasa Bagh Katarakt
hastalarinda ve HLE-B3 hiicre hattindaki CUL4B gen ifadesini inceleyerek, apoptoz
tizerindeki etkilerini arastirdik.

Anterior Lens Kapsulu  ornekleri, oksidatif stresi taklit etmek igin farkli
konsantrasyonlarda H>O: ile muamele edilmis HLE-B3 hiicre hatt1 ornekleri ile
muamele edilmemis kontrol orneklerinden total RNA izolasyonu gerceklestirdik.
CULA4B gen ifadesini kantitatif Real-Time PCR (RT-qPCR) yontemi, testlerini WST-1
analizi ile yaptik. CUL4B genine 6zgi susturucu RNA (SiRNA) kullanarak CUL4B gen
ifadesini baskiladik. Deney gruplarinda Bcl-2, Kaspaz 3, Bax ve Bid apoptotik
markirlarinin protein duizeyindeki ifadelerini Western blot analizi ile belirledik.

CUL4B gen ifadesinin hem anterior lens kapsul érneklerinde (p<0,0001) hem de H20>
ile muamele edilmis orneklerde, kontrole gore anlamli diizeyde (p<0,05) azaldigin
belirledik. H20: ile muamele edilmis 6rneklerde CUL4B protein ifadesi kontrole gore
anlamli diizeyde azalmistir (p<0,01). HLE-B3 hiicre hattinda siRNA araciligiyla,
CULA4B ifadesini hem mRNA (p<0,01) hem de protein diizeyinde (p <0,001) yuksek
oranda inhibe ettik. CUL4B siRNA kullanilmigs Orneklerde, Bcl-2 ve Kaspaz 3
proteinlerinin ifadesi azalmistir (p<0,01).

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular CUL4B gen ifadesinin baskilanmasinin lens epitel
hicrelerinde apoptoza sebep olabilecegini gostermektedir. Yasa Bagl Katarakt
gelisiminde ve tedavisinde CUL4B geninin etkilerinin anlasilmast i¢in ¢alisma
verilerimizin yapilacak yeni arastirmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, CUL4B, siRNA transfeksiyonu, Yasa Bagli Katarakt
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ABSTRACT

Age-related cataract (ARC) is the most common reason for visual impairment and
blindness in elderly people. Apoptosis of lens epithelial cells is a well-known cellular
event in ARC. Cullin-4B (CUL4B) is a core component of the Cullin-RING E3 ligase
complex, which plays an important role in various biological processes by mediating the
ubiquitination and proteasomal degradation of target proteins. However, the role of
CUL4B in ARC is unclear. Therefore, we analyzed CUL4B expression in patients with
ARC and in the HLE-B3 cell line and its effects on apoptosis.

We extracted total RNA from anterior lens capsules of patients with ARC and from
HLE-B3 cells treated with different concentrations of H2O. to mimic oxidative stress
and untreated HLE-B3 cells. We detected CUL4B expression using quantitative real-
time PCR (qRT-PCR). We determined cell viability using the WST-1 assay. We
performed siRNA transfection to silence CUL4B expression in the cell line. We
assessed the protein levels in H20.-treated and untreated cells, knockdown of CUL4B,
and the effect of CUL4B knockdown on protein levels of apoptotic markers Bcl-2,
Caspase-3, Bax, and Bid through western blot analysis.

CUL4B was downregulated in anterior lens capsules (p<0.0001) and H20-treated HLE-
B3 cells (p<0.05). CUL4B levels were significantly lower in H2O»-treated HLE-B3 cells
than in untreated cells (p<0.01). CUL4B was significantly knocked down at the mRNA
(p<0.01) and protein levels (p<0.001) in HLE-B3 cells. Bcl-2 and Caspase-3 were
significantly downregulated (p<0.01) in the knockdown group.

Together, these findings show that silencing of CUL4B may promote apoptosis in lens
epithelial cells. Our study may help understand the role of CUL4B in ARC pathogenesis
and treatment.

Keywords: Age-related cataract, Apoptosis, CUL4B, siRNA transfection.

Vi



ICINDEKILER

L0 SN 2N TP i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK .......cooviuiiisiieiieisisiisesststs et es st s s sesss s s ii
KABUL VE ONALY ..ottt sttt sttt st be bt nne s iii
TESEKKUR .....oovitivieieeeeeee ettt ettt ettt et ettt ettt ettt sttt sttt nta sttt sasasans v
(74 =3 IO T OO U OO ORRRRROO Y
ABSTRAGCT ...ttt s ettt et s et bttt e e ne e ene e Vi
(O 11 D) 23 Q1 51 21 2 ST TTTTTT vii
KISALTMALAR ve SIMGELER DIZINT .......cocooiiiiiiinieienesesee s X
TABLOLAR DIZINT ...ccooiiiiiiiiiiisicsis et Xi
SEKILLER DIZINT.....coiii ittt ettt Xii
I € 128 RN 1N TR 1
S €Ty N g = U0 ] - [ OSSR 2
1.0.1 Lens KAPSUIU ......ooveiiiiiiieiieieiee et 4
112 LENS EPIEI ..coveiie e 5
B o 1= [ o] -] 1= USSR 6

1.2. Lens Fizyolojisi Ve BiyOKIMYaST ......cccreiuiririiiiiieieiiesic s 7
1.3, EPIAEMIYOIOJI ... 12
1.4 Katarakt ETYOIOJiSI.......cc.oiiiiiiiiiieiesc e 14
1.4.1 GeNEtik FaKLOTIEN ......oeiveeieeie e 15
1.4.2. Maternal ve Fetal Faktorler...........ccoovoiieeiieneee e 15
1430 CHNSTYET ..ttt sttt 16
1.4.4. Irk Ve EtNIK KOKEN.......ccoiiieiiee e 16

L S T 4TSI F: 1 o V- PP 16
1.4.6. HIPEITANSIYON ....c.uiiiiii ittt rae e e eene e 17
1.4.7. Sigara Kullanimi ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiic e 18
1.4.8. Oksidatif Stres ve Oksidantlar ... 18
1.4.9. Lipit Igerigi ve KoIEStErol.......ouiviiiviriirererieeiiieieseeresse e 18
Rt O R I 1Y/ - TP O PR PP UPRRUPPTOTRPOR 19
1.4.11. KOMPIiKe NEENIET......ccvveiieicii ettt 19
1.4.12. Metabolik Nedenler ... 20



1.4.13. TOKSIK ETKI....c.veeiiiiiiiiiceeee s 21

1.5 Yasa Bagli KataraKt.........cccoiiiiiiiiiiei e 22
1.5.1 Yasa Bagli Kortikal Katarakt...........ccocooiviiiiiiiiiii e 22
1.5.2. NUKIEer Katarakt............ccooveiiiiiiiiiieeiie e 24
1.5.3. Posterior Subkapsiiler Katarakt .............ccccoveieiiniiiiiiinceec e 25

1.6. FAKOEMUISIFIKASYON ..ot 26

1.7, CULAB GEN ..ttt bbbt 27
1.7.1. CUL4B ve Merkezi Sinir SIStemi ........covvviiiiiiiiiiiccceescs 28
1.7.3. CUL4B, DNA Hasart Ve TamUiIT ...couvvveeieeiiiiiiiiiiiiieeeesssiiiieeen e sssssnsneeesesens 29
1.7.4. CULAB Ve HUCIe DONGUSU ....vvveiiiieiiiieiiee e siee st e e e nsnee e 30
1.7.5. CULAB V& APOPLOZ....cviiiiiie ittt ettt nnne e nnnee e 30
1.7.6. CUL4B ve lliskili Sinyal YOlaKIari..........ccccovcerrirerniirerisrcreisessessssesennn, 31

1.8 OKSIOALIT SEIES ...ouvviiiiiiiei e 31
1.8.1. ROS Uretim SiStEMIE ........cvuevivririirieiniieieseissee st 32
1.8.2. ROS Y1KIm SiStEMIETT ...eeuvveiiiiiiiiiiiii et 33
1.8.3. ROS VB APOPIOZ ...oviiiiii ittt sttt ettt st e s nnnaean 33

1.9. Yasa Bagli Katarakt Ve APOPLOZ .......cceeveiiiiiiiiiiiiiie e 34
1.9.1. Katarakt Gelisimini Baglatan Apoptoz Mekanizmalari...........c.ccccoevvrnnenen. 35
1.9.2. Lens Apoptotik RegUIatOrleri ..o 35
1.9.2.1. Lens Intrinsik ApoptotiK YOlagl........ccccevvevriviveriiiiireieiessieeceeseessssseesesenans 36
1.9.2.2. Lens Ekstrinsik Apoptotik Yolagt .......cccoovoiiiiiiiiiiiiicee e 37

2. GEREC VE YONTEM ....coiiiiiiiecieicee ettt 38

2.1. Kullanilan ClRazlar...........coooviiiiiiiiiicc e 39

2.2. Kullanilan Kimyasallar............cccooiiiiiiiiinieiee s 40

2.3, YONEEMIBE .ot 41
2.3.1. Anteri6r Lens Kapsiilii Orneklerinden RNA Izolasyonu.................cccccunannn 41
2.3.2. HLE-B3 Hiicre Hattindan RNA 1z0laSyonu ............ccccoeveveiviicueresnieiecnenennns 41
2.3.3 CDNA SENEEZI ..o 42
2.3.4 CUL4B ve ACTB Genlerinin qPCR Ile ifadesinin Ol¢ilmesi ........................ 43
2.3.5. HLE-B3 HUCIe KUIUIT .....ccvoviiviiieieeeeee s 44
2.3.6. H202 Uygulamasi.......ccueiiiiiiiiiiiiisiciier e 45
2,37 WST TS .ttt 45
2.3.8. HLE-B3 Hiicrelerinden Protein 1zolasyonu............c.cccevvcveiiiererienssncnennne, 46

viii



2.3.9. BCA Kiti ile Protein MiKtar TaYIND ......coooveveiieneiie e 47

2.3.10. Western BIOtIAma ..........coooiiiiiiiiiece s 47
2.3.11. siRNA Transfeksiyon Isleminin HLE-B3 Hiicrelerine Uygulanmasi ......... 49
2.3.12. Istatistiksel ANAliz YONtEMIETT ........cevevevreeceeeeiieeeeceeeeieseseseee e 50
S BULGULAR ...ttt sttt sttt sne e steentesneenneenee s 51
3.1. CUL4B Ifade Diizeyinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi .............cccovevverrirernnnne. ol
3.1.1. Anterior Lens Kapsiil Orneklerinde CUL4B mRNA Ifadesinin Kantitatif
Olarak BelirlBNMEST .....ccuviiiieieieeee e 53
3.2. H20; ile Muamele Edilmis HLE-B3 Hiicrelerinin Canliliginin WST-1 ile
BEIITTENMESI ... 53
3.3. H202 Muamele Edilmis HLE-B3 Hiicrelerindeki CUL4B mRNA Ifadesinin
Kantitatif Olarak BelirleNmMESI .........cccooiiiiiiiiiiieeee e 54
3.4. CUL4B siRNA’lar1 lle Muamele Edilmis HLE-B3 Hiicrelerindeki CUL4B
mRNA Ifadesinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi.........ccococoveveveeverersrerecsesseseneeenenans 55
3.5. H202 Muamele Edilmis HLE-B3 Hiicrelerindeki CUL4B Protein Ifadesinin
Kantitatif Olarak BelirleNMESH .........ccooiiiiiiiiiiiieic e 56
3.6. CUL4B siRNA’lar1 [le Muamele Edilmis HLE-B3 Hiicrelerindeki CUL4B
Protein Ifadesinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi..........cccooveveveeeriveeiceeeeneeeeeans 57
3.7. CUL4B Ifadesi Baskilanmis HLE-B3 Hiicrelerinde Apoptotik Markirlarin
Degerlendirilmesi .......occviiiiiiiiiiie i 58
4. TARTISMA Lottt bbbttt sb e et sseesbe et 59
5. SONUC Ve ONERILER........c.coiuiuitiuctctcietcectcetctescteeesssese s sesesesesssesssesesesssesesesesesens 62
LN N I SRS 63
EKLER
OZGECMIS



KISALTMALAR ve SIMGELER DiZiNi

CULA4B: Cullin-4B

cDNA: komlpementer DNA
SiIRNA: Small interfering RNA
ACTB: Beta aktin

mRNA: mesajc1t RNA

H20.: Hidrojen peroksit
CRL: Cullin-RING E3 Ligaz
mV: minivolt

kDa: Kilodalton

nM: Nanomolar

MM: Mikromolar

mg: Miligram

pm: Mikrometre

ml: Mililitre

ng: Nanogram

WHO: Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)

AREDS: Yasa bagl goz hastaliklart calismasi (Age-Related Eye

Disease Study)

LOCS III: Lens Opasiteleri Siniflandirma Sistemi III (Lens Opacities

Classification System I11)
ATCC: American Type Culture Collection
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

gPCR: Kantitatif PCR



TABLOLAR DiZIiNi

Tablo 2.1: CUL4B ve ACTB genleri i¢cin gPCR reaksiyon miksi.................c..cceuee.e. 43

Tablo 2.2: CUL4B ve ACTB genlerine ait dizi bilgileri ve RT2 qPCR Primer Assay

katalog nUMAralari..........oouiiiniii e e 43

Tablo 2.3: CUL4B ve ACTB gen ifadelerinin tespiti i¢in kullanilan Real Time PCR

001054 10 01 B P 44
Tablo 2.4: Akrilamid Jel iGeriZi. .. ..ovuuiriniiet e 47
Tablo 3.1: Vaka grubunun demografik dzellikleri......................oooi. 51
Tablo 3.2: Vaka grubuna ait yasa bagli katarakt alt tipleri................................... 51

Xi



SEKILLER DiZINi

Sekil 1.1: GOZ @NaAtOMISE. .. ..ttt et e e e e e, 2
Sekil 1.2: LeNS @NatOMISI. ......ueiiee et e e e 3
Sekil 1.3: Insan lens kapsiiliiniin kalinlik degisimleri................cccoovuiiveiiiiniinnn.. 4
Sekil 1.4: Insan 1ens KISIMIATT. . ......ouieniee e, 5
Sekil 1.5: Lens iginde gergeklesen tasinim mekanizmalart..................o.ooona. 8
Sekil 1.6 HoO2 SINYali. ... .vini i e 10
Sekil 1.7 3-hidroksikintrenin UV-filtre ve oksidasyon gorevleri........................... 11
Sekil 1.8: Kortikal Katarakt. ............cooiiiiiii e 23
Sekil 1.9: NUKleer KataraKt. .........c.ooiiniii e e e 24
Sekil 1.10: Posterior subkapstiler Katarakt ................coooiiiiiiiiii e 25
Sekil 1.11 CULA4b ile iligkili faktorler...........ooviniiiii e 28
Sekil 1.12 H2O2 V& QPOPLIOZ. ..ottt 34

Sekil 3.1: CUL4B ve ACTB genlerine ait kantitatif amplifikasyon egrileri.................52
Sekil 3.2: CUL4B ve ACTB genlerine ait Erime Egrileri..................c..coiiin 52

Sekil 3.3: Anterior lens kapsul érnekleri ve HLE-B3 hiicrelerindeki RT-gPCR ile tespit
edilmis CUL4B mRNA ifadesi gosterilmistir. ........ccocviiiiiineeieiiinieieiie e 93

Sekil 3.4: 25-500 pmol/l H20> ile muamele edilmis HLE-B3 hiicre hattinin WST-1 ile

canliliZmnin OIGUIMESI. ..o 54

Sekil 3.5: 24 saat 250 pmol/l H20,, 48 saat 200 pumol/l H2O2 ve 72 saat 100 pmol/I
H20- ile muamele edilmis HLE-B3 hicrelerindeki RT-gPCR ile CUL4B mRNA ifadesi
BOSTETIIMNISEIT. Lottt ettt et e e 54

Xii



Sekil 3.6: HLE-B3 hiicre hatti, kontrol siRNA ve CUL4B siRNA 6rneklerinin RT-gPCR
ile CUL4B mRNA ifadesi gosterilmiStir. .........oveinrineiiiiit et 55

Sekil 3.7: 24 saat 250 pmol/l H202, 48 saat 200 pmol/l H2O ve 72 saat 100 pmol/I
H>0> ile muamele edilmis HLE-B3 hicrelerindeki western blotlama ile CUL4B protein

ITadeST @OStErIIMISHIT. ...\ vttt e 56

Sekil 3.8: HLE-B3 hiicre hatti, kontrol siRNA ve CUL4B siRNA drneklerinin Western
Blotlama ile CUL4B protein ifadesi gosterilmistir. ................cococoiiiiiiiiii, 57

Sekil 3.9 HLE-B3 hiicre hatti, kontrol siRNA ve CUL4B siRNA drneklerinin Western
Blotlama ile apoptotik markirlarin ifadesi gosterilmistir..............cooeveveiniinennn... 58

Xiii



1. GIRIS ve AMAC

Yasa bagli katarakt diinya ¢apinda gérme kaybinin bir numarali nedenidir (Hu ve ark.,
2019). Yasa bagh katarakt yliksek insidansa sahiptir ve gelismekte olan lilkelerde en
onemli halk saglig1 problemlerinden biridir (Cedrone ve ark., 1999; Li ve ark., 2019).
Kataraktin tek tedavi sekli kataraktli lensin cerrahi miidahale ile ¢ikarilmasidir (Meekins
ve ark., 2011). Cerrahi girisim uygulanabilir olmasina ragmen, dnemli sayidaki katarakt
hastas1 bu imkanm sunuldugu saglik hizmetlerine ulasmakta zorluk cekerken bir
taraftan da postoperatif komplikasyonlarla karsi karsiya kalmaktadir (Gupta ve ark.,
2014). Yasa bagh katarakt olusumunu geciktirebilmek hastalarin ameliyat ihtiyacini
yaklagik %45 oraninda azaltabilme potansiyeli tasimaktadir (Zhou ve ark., 2012). Bu
nedenle katarakt patogenizinde etkin olabilecek biyomarkirlari tanimlamak onem arz

etmektedir.

Oksidatif stres, Hidrojen Peroksit (H202) gibi reaktif oksijen turleri (ROS) nedeniyle
olusur. Lens, icinde bulundugu ortam yiliksek oranda ROS icerdiginden gelismis bir
savunma sistemine sahiptir. Ancak H>O> gibi major oksidantlar ve yas ile beraber
savunma mekanizmasi zayiflar boylelikle enzimler kristallinler ve saperonlar gibi lens
proteinleri oksidatif stres nedeniyle agregasyona ve oksidasyona ugrarlar (Babizhayev
ve ark., 2016; Chen ve ark., 2009). Oksidatif stres katarakt i¢in yatkinlik faktoriidiir.
Reaktif oksijen turlerinin (H202 gibi) katarakt hastalarinda akéz hiimorda normal
bireylere gore daha fazla oranda bulundugu gosterilmistir (Chieh ve ark., 2010). Bu tip
bir stress lens epitel hiicrelerinin apoptozunu tetikler ve katarakt baglatilmis olur (Tu ve
ark., 2019). Oksidatif stres, insan lens epitel hiicrelerinin apoptozunun indikleyicisidir.
Apoptoz bircok biyolojik olayda kritik gorevler lstlenen programli hiicre o6limi
islemidir. Ayn1 zamanda Yasa Bagl Kataraktin baslangic1 ve ilerlemesinde genel bir

faktor olarak da gosterilmistir (Babizhayev ve ark., 2016).

Kullin 4B (CUL4B) bir iskele proteini olarak Kullin-RING E3 Ligaz (CRL)
kompleksinin bir liyesidir ve hiicre dongiisii, DNA replikasyonu ve DNA hasar cevabi
gibi birgok hiicresel olayda goérevli proteinlerin yikilmasinda gorev alir (Li ve ark.,
2017). Son zamanlarda kanser tiirlerinin de yer aldig1 ¢ok ¢esitli hastaliklarda CUL4B
geninin anormal diizeylerde ifade buldugu bildirilmistir (Qi ve ark., 2019; Li ve ark.,
2019; Liu ve ark., 2019). insan osteosarkoma (U20S) ve Normal insan fibroblast (NHF)



hiicre hatlarina H20, uygulandiginda CUL4B ekspresyonunda azalma goriilmiistiir.
H20 ile muamele edilen bu hiicreler oksidatif stres ile karsi karsiya birakildiginda
CUL4B geninin susturulmasi oksidatif stresi artirabilirken, CUL4B’nin asiri
ekspresyonu ise oksidatif stres altinda hiicrelerin hayatta kalmasini1 destekledigine isaret
etmektedir (Wei ve ark., 2015). CUL4B ekspresyonunun inhibe edilmesinin, kolorektal
kanser hicrelerinde proliferasyonu durdurarak apoptoza neden oldugu hem in vitro hem
de in vivo olarak gosterilmistir (Song ver ark., 2015). Bu bulgular CUL4B geninin
kataraktin gelismesinde Onemli bir biyomarkir olabilecegine isaret edebilir. Ayni
zamanda, CUL4B yasa bagli katarakt gelisiminin geciktirilmesi i¢in onemli terapotik
strateji olabilir. Ancak, CUL4B ifadesinin katarakt gelisimi tizerine etkisi
bilinmemektedir. Bu nedenle, CUL4B gen ifadesinin yasa bagli katarakt hastalarinda

belirleyerek lens epitel hiicreleri Uizerine apoptotik etkilerin degerlendirmeyi amagladik.
1.1. G6z Anatomisi

Lensin en temel fonksiyonu 1s1gin retina iizerine odaklanarak aktarilmasidir. Bu
fonksiyonunu gerceklestirebilmek icin yapisinda diger dokulara goére daha yiiksek
konsantrasyonlarda bazi proteinler mevcuttur. Lens ile ilgili ilk bilimsel ¢alismalar
yaklasik yiizyil 6nce Sir David Brewster tarafindan morina baliginin lens yapisini ortaya
¢ikarmasina dayanir (Brewster, 1833). Morner lens iginde yiksek miktarda bulunan,
giiniimiizde kristallin olarak adlandirilan ¢oziinebilir yapisal proteinleri 1894 yilinda
tanimlamistir (Morner, 1894). Renwich kataraktla iliskili ilk lokusu tanimlamistir

(Renwick ve Lawler 1963).

Optik disk gmiemy Siliyer cisim
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1 \./  Zoniiler lif
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Sekil 1.1 GOz anatomisi (Jogi, 2009).



Lens, posterior yiizeyi daha dik bir egri seklinde bikonveks yapidadir (Sekil 1.1).
Anterior egrilik yarigapr sekiz um ile 14 um arasinda iken posterior yiizeyin egrilik
yarigapt bes um ile sekiz pm arasindadir. Anterior ve posterior yiizeylerin merkezleri
kutuplar olarak isimlendirilirken anterioriin posterior kutupa uzakligi lens kalinlig
olarak ifade edilir. Akomodasyona ugramamis lensin kalinligi ¢ buguk mm ile bes mm
arasindadir. Yasam boyunca her yil 0,02 mm artig gosterir. Lensin nazal temporal
ol¢iimii lens ¢ap1 olarak adlandirilir. Infantlarda alt1 buguk mm olarak 6lciliirken, 13-19
yas aras1 dokuz mm iken ¢ok az degisim gosterir. Ekvator ise iki kutup arasinda lensin

en genis ¢evresini ifade eder (Patterson ve ark., 1992; Strenk ve ark., 1999).

Anterior

Lens ekvator bolgesi

Kortikal fiber hiicreler Niikleer bolge
Posterior

Sekil 1.2 Lens anatomisi (Shetal ve ark., 2007).

Insan lens agirhig dogumda 65 mg, on yasina geldiginde 160 mg iken bu yastan itibaren
yavas biiyiime sergileyerek 90 yasinda kadar 250 mg agirliga ulasir. Lens icerigini
olusturan proteinlerin %60’1ndan fazlas1 diger dokulara oranla lens yapisinda daha fazla
miktarda bulunur. Lens kolajen kapsiil ile cevrilidir. Lensin anterior kisminda epitel
hiicreler posterior kisminda ise fiber hiicreler mevcuttur (Sekil 1.1). Akomodasyon
sirasinda kapsiil bariyer gorevi gorerek lens seklinin korunmasina yardimer olur.
Kapsiiliin temel yap1 bilesenleri arasinda tip dort kolojen, laminin, entaktin, perlecan, tip
18 kolojen, heparin siilfat proteoglikan ve fibronektin sayilabilir. Bu bilesenler
arasindan ilk dort tanesi matriksi olusturmak icin bir araya gelen en biiyiik yapisal

proteinlerdir. Kapsiil filamentleri ayn1 boyutta ve paralel bir bigimde dizilmis yapidadir.



Filamentler posterior kutup bolgesinde en ince, ekvator bolgesinde ise en kalin forma
sahiptir. Fibrilin ve elastin fiberleri, ekvatorda 6zellikle dis zonular bolgede bir araya
gelirler. Gestasyonun bes ile altinci haftasinda lens kapsiilii tespit edilebilir duruma
gelmektedir. Yasam boyunca anterior olarak kiibik epitel hiicreler tarafindan, posterior
olarak ise fiber hiicreler tarafindan {iretilmeye devam eder (Mann ve ark., 1964;
Cammarata ve ark., 1986; Koretz ve Handelman, 1986; Harding ve ark., 1977; Wistow
ve Piatigorsky, 1988; Mir ve ark., 1998).

1.1.1 Lens Kapsulu

Lens kapsiilii lensin tamamini g¢evreleyen saydam bir oOrtiidiir. Kapsiilin kalinligi
lokasyonuna gore degisir. Posterior kutupta U¢ buguk pm ekvatorda ortalama yedi pm
dir. Anterior kutuptaki kapsiil kalinlig1 yasla birlikte yaklasik 11-15 pm artis gosterir.
Anterior kutbu cevreleyen halkasal bolge en kalin yer gibi goriiniir. Yas ilerlemesi ile
13,5-16 um artis gosterir. Kapsiil oncelikli olarak kollojenden olusur. Fiberlerin
lamellar diizenlenmelerinden dolay1 yiiksek seviyede elastiktir ancak elastik fiberler
icermez. Tiim lens komponentlerini kusatarak lens seklinin saglanmasina yardim eder.
Lens kapsult alblmin ve hemoglobin gibi buyik molekillerin lense gegisinin
Onlenmesi icin bariyer fonksiyonu saglar. Anteriér epitelyum tarafindan iiretilir ve
anterior lens kapsiilii yas ilerlemesi ile kalinlagir. Posterior lens kapstliiniin kalinligi

yasam boyunca ¢ok az degisir (sekil 1.2) (Remington, 2005).

Anterior kutup

14
21um |p“m 21pm

4pm

Posterior kutup

Sekil 1.3 Insan lens kapsiiliiniin kalinlik degisimleri (Yanoff ve Duke, 2014).



Kapsiil, erken embriyolojik gelisim donemlerinde ortaya ¢ikar ve ilk lens fiberlerini
tamamen c¢evreler. Lens, kapsiil tarafindan erken prenatal gelisim sirasinda lens epiteli
ve fiberlerini tecrit ettigi ic¢in virlis ve bakteri enfeksiyonlarindan korunum saglar.
Postnatal olarak anteridr lens epiteli ve posterior lens fiberleri matriks salgilar ve
kapsiiliin i¢ kismina depolar. Lens yagami boyunca biiylimeye devam ederken kapsiilde
blylr. Ancak bu gelismenin molekiiler mekanizmasi bilinmemektedir. Kapsiil suya,
kiiciik ¢oziinmiis maddelere ve lens biiylimesi ve fonksiyonu i¢in gerekli olan proteinler
igin gegirgendir. Kapsiil proliferasyon, migrasyon ve farklilasma gibi islevleri regule
eden molekullerin ve buylme faktorlerinin birikimi icin depo vazifesi gorur
(Remington, 2005).

1.1.2 Lens Epiteli

Anterior lens epiteli, anterior lens kapsiiliine bitisik tek katmanli kiibik epitel
hiicrelerinden olusur (Sekil 1.3). Posterior epitelyum primer lens fiber hicrelerinin
olusumu icin embriyolojik gelisim sirasinda kullanildigindan 6tiirii meveut degildir.
Epitel hiicrelerin bazal kismi kapsiile bitisiktir. Bu hiicrelerin apikal kisimlar1 lensin
merkezine, ice dogru yonlenmistir ve lateral membranlari, ara baglanti proteinleri ve

dezmozomlar ile bitisiktir (Remington, 2005).
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Sekil 1.4 Insan lens kisimlar1 (Yanoff, 2014)



Bu tip baglanti sistemi iyonlarin ve diisiik molekiiler agirlikli metabolitlerin degisimine
izin vermektedir. Hiicreler ¢ok az sayida siki baglantilara sahip olmalarindan dolay1
hiicre dis1 ortama bu molekiillerin geg¢irgenligini imkansiz kilmaktadir. Anterior kibik
epitel hiicreler organeller bakiminda zengin olmakla beraber, mikrotiibiil, spektrin, -
aktin, aktin, miyozin ve vimentin gibi hucre iskeleti proteinlerini de bol miktarda
bulundururlar. Epitel hicrelerin  hiicre iskeleti proteinlerini  ylksek miktarda
icermesinin, akomodasyon sirasinda hiicre yapilarinin  korunmasini  sagladigi
diistiniilmektedir. Hem lens epitel hicreleri hem de fiber hiicreler yiksek oranda

kristallin proteinleri icerir (Hejtmancik ve Shiels, 2015).
1.1.3 Fiber Hucreler

Fiber hiicreler lens niikleusunun igerigini olustururlar. Niikleus igeren kortikal fiber
hiicre katmanlar1 niikleus igermeyen merkez fiber hiicreleri etrafinda yiiksek diizeyde
organize olurlar. Fiber hiicrelerin organizasyonlari ve bu fiber hiicrelerin hiicre igi
yapilarinin 6zellesmesi 151k gecirgenligini saglayarak lens saydamligi icin 6nem teskil
eder. Lens saydamligina etki eden bir baska faktor ise fiber hiicreler arasinda bulunan
minimum diizeydeki bosluklardir. Fiber hiicreler arasindaki baglantilar sayesinde
metabolitlerin bu hiicreler arasinda degisimi saglanmaktadir. Lens kristallinleri, suda
¢oziinen proteinlerin %9011 olusturmaktadir. Mikrotibal, o-aktin, aktin, miyozin
proteinlerinin yaninda fiber hiicrelerin ana protein ¢esididir (Hejtmancik ve Shiels,
2015).

Lens, fiber hiicrelerden meydana gelmektedir. Fiber hiicrelerin olusumu gelisimsel bir
yol izler. Bu suregte germinatif bolgede yer alan tek katmanli lens epitel hiicrelerinden
fiber hicrelerine farklilasma baslamaktadir. Epitel hiicreler lateral olarak ekvator
bolgesine go¢ ederler. Bu bolgede hiicrelerde uzama gergeklesir ve sekonder fiber
hiicrelerine doniisiim baglar. Isik gec¢iriminin artirilmasi i¢in mitokondri, golgi ve
endoplazmik retikulum gibi organeller degrade olurlar. Bu islemlerden dolayi niikleer
fiber hicreler bu organellerden yoksundurlar. Nukleer fiber hicrelerinin Uzerine yeni
kortikal fiber hiicreler yerlesmeye basladiginda bu hiicreler, lens epitel hiicrelerin yer
aldig1 anterior kisim ve posterior kapsiile dogru uzamaya baslar (Hejtmancik ve Shiels,
2015).



1.2. Lens Fizyolojisi ve Biyokimyasi

Lensin ana islevi 15181 kirmasidir. Saydam lensin minimum 11k sagilimina sahip olmasi
icin bu durum gereklidir. Lens iizerine diisen 1s18in kirtlama indisi, fiber hiicrelerin
protein icerigine baghdir. Lens saydamligi, kan damarlarmin yoklugu, az sayida
hiicresel organelin olmasi, fiberlerin diizenli dizilisi ve 15183in dalga boyuna gore
farklilasan indislerin arasindaki mesafenin bir fonksiyonudur. Hicre ve fiber
fonksiyonunu koruyan anterior epitelinde yiiksek metabolik aktivite meydana geldigi ve
preekvator bolgenin yiksek bir mitotik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle bu hiicreler
onemli miktarda enerji kullanirlar. Lens avaskiiler oldugu icin birgok besin maddesi,
vitreusun da katkida bulundugu ancak esasen ak6éz humérdan elde edilir (Remington,
2005).

Lens kapsiilii su, iyonlar, kiigiik molekiiller ve molekiiler agirhigi 70 kDa kadar olan
proteinlere kars1t gecirgendir. Epitel hicreler ve fiber hicreler birgcok kanal, iyon

pompalari ve transport elemanlar igerir (Yanoff ve Duke, 2014).

Fiber hicreler yiksek miktarda negatif yikliu kristallin proteini icerir. Bu nedenle,
pozitif yiiklii katyonlar elektriksel notrliiklerini korumak i¢in lense giris yapar ve hiicre
ici stvilarin osmolaritesi hiicre dist sivilara gore daha biiyiik olur. Plazma membranlari,
K" secici kanallar1 ile negatif voltaja ayarlidir. Bu ozellikten 6tiirii sivi akiskanligi
minimize edilir (Yanoff ve Duke, 2014).

Na* iyonlari, K* iyonlar1 karsiliginda aktif tasinma ile hiicrelere girer. Na+ iyonlari,
konsantrasyon gradiyenti olusturacak sekilde lens boyunca difiize olur ve iyon kanallar1
vasitasiyla epitel hiicrelerini ve yiizey fiber hiicrelerini terk eder. Na+ iyonlari,
posteriordan anteriora akiskanlik halinde iken, K+ iyonlar1 anteriordan posteriora dogru

akigkanlik gosterirler (Yanoff ve Duke, 2014).

pH gradiyenti niikleustan perifere dogru artis gostermesine ragmen; lensin hiicre i¢i pH
degeri yaklasik olarak yedidir. Lens i¢indeki proton miktari, pozitif yiiklii iyonlarin ige
dogru akimi ve oksijensiz glikoliz ile olusan laktik asit nedeniyle arttigindan; lens
hiicreleri devamli olarak hiicre i¢i protonlar1 disart atmaya ihtiya¢ duyar. Lens pH
dengesi, hicre ici asit seviyesin regile eden mekanizmalar sayesinde korunmaya
caligilir (Yanoff ve Duke, 2014).



Amino asit ve glukozun biiylik bir kism1 akdz sivi yoluyla anterior ylzeyden lens igine
giris yapar. Buna ek olarak lens, keto asitleri aminoasit haline cevirebilmektedir. Lens
pompa-sizint1 sistemi gibi hareket eder (sekil 1.4). Aminoasitler lens icine anterior
yiizeyden pompalanirken, pasif olarak posterior taraftan sizint1 halinde disar1 ¢ikarlar
(Yanoff ve Duke, 2014).
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Sekil 1.5 Lens i¢inde gerceklesen tasinim mekanizmalar1 (Bobrow, 2011)

Lens glikozu ak6z himor vasitasiyla elde eder. Lens g¢evresinde diisiik oksijen
konsantrasyonu oldugundan dolayr Adenozin trifosfat (ATP) dretiminin %70’
anaerobik metabolizmadan elde edilir. Aerobik glikoliz ve Kerbs dongtsu mitokondri
tasidiklari icin epitel hiicreleri ile sinirlidir. Lens korteksinin en yakin yeri organellere
sahip yeni olugsmakta olan fiber hiicrelerdir. ATP aktivitesi epitel hiicrelerde ve yeni
olusmakta olan fiber hiicrelerde daha yiksek, kutup yakinlarinda ise daha disiiktiir.
Lens nikleusunda aktivite bulunmaz ve nukleusda yer alan fiber hicreler protein

sentezleyemez (Remington, 2005).

Lens termodinamik olarak verimli olmayan reaksiyonlar1 gergeklestirebilmek igin
enerjiye gereksinim duyar. Adenozin trifosfat (ATP) enerjinin temel kaynagidir.

ATP’nin biiyiik cogunlugu glukozun oksijensiz metabolize edilmesiden elde edilir.



Nikotinamid Adenin Dinukleotid Fosfat (NADPH), pentoz fosfat yolagi ile iretilir.
NADPH, yag asitleri ve glutatyon gibi 6nemli hiicresel bilesenlerin sentezi ig¢in

indirgeyici olarak kullanilmaktadir (Yanoff ve Duke, 2014).

Lens vaskiiler yapida olmadigi i¢in hipoksik ortam i¢inde yer alir. Bu nedenle lens ATP
ihtiyacinin yaklasik %70°’1 oksijensiz glikolizis neticesinde elde edilir. Lens glukozunun
yaklasik %3’1 trikarboksilik asit dongiisiine iletilir. Trikarboksilik asit dongiisii lens
ATP ihtiyacinin %25’ini karsilar. Glikolizis ve trikarboksilik asit dongust enerjetik
olarak zengin iki molekiiliin {iretilmesine aracilik eder. Bu molekiillerden biri
nikotinamid adenin dinukleotitin indirgenmis formu (NADH) iken digeri ise flavin
adenin diniikleotidnin indirgenmis formudur (FADH2). Bu molekiiller elektronlarini
oksijene tasir ve yiikksek miktarda serbest enerji ¢ikisina neden olurlar. Elde edilen enerji
ATP yapiminda kullanilmaktadir. Bu dongii lens i¢inde sadece epitel hiicre tabakasinda

gerceklesmektedir (Yanoff, 2014).

Lens, diger dokulardan ¢ok daha yiiksek protein konsantrasyonuna sahiptir. En ylksek
konsantrasyona sahip proteinler, kristallinler ve lens fiber major intrinsik 26 (MIP26)
proteinleridir. Bu proteinlerin sentezleri sadece organel iceren epitel hicrelerinde ve
kortikal fiber hiicrelerinde olmaktadir (Yanoff ve Duke, 2014).

Lens proteinlerini degrade eden enzimler lens i¢inde inhibe olduklarindan dolayt uzun
slirelerce stabil kalabilirler. Protenlerin degredasyonu iibikiitin adi verilen 8,5 kDa
agirhga sahip protein tarafindan koordine edilir. Bu degredasyon sistemi ATP’ye
gereksinim duydugundan dolay1 en c¢ok epitel hiicrelerde aktif durumdadir. Proteinler
endopeptidaz ile peptitlerine, ekzopeptidaz ile aminoasitlerine ayrilirlar. Endopeptidaz
kalsiyum ve magnezyum ile yaklasik olarak pH 7,5’de aktive olurlar. Bu enzimin
baslica substrat1 a-kristallin proteinleridir. Kalpain I ve II proteazi epitel hiicreler ve
kortekste bulunmaktadir. Kalpainler kristallin ve hiicre iskeleti proteinlerini pargalarlar
Lens temel ekzopeptidazi aminopeptidazdir. Bu en enzim pH 8,5-9,0 arasinda aktive

olur ve peptitlerin N-terminal ucundan aminoasitlere etki eder (Yanoff ve Duke, 2014).

Reaktif Oksijen Turleri (ROS) vyiksek diizeyde reaktif oksijen radikalleridir. Bu
radikaller lipitlere proteinlere karbonhidratlara ve niikleik asitlere zarar verirler. ROS

tiirleri arasinda sliper oksit anyon, hidroksil ucu tasiyan radikaller, hidroperoksil



radikaller, lipit peroksil radikaller ve hidrojen peroksit (H202) sayilabilir. ROS hiicre

metabolizmasi ve fotokimyasal reaksiyonlar neticesinde ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 1.6 H202 sinyali (Marzo ve ark., 2018).

Isik fotoekzitasyonun akabinde fotosansitizer tarafindan absorbe edildiginde gegici
uyarilmig triplet durumu olusturur. Bu olusum diger molekiiller ile etkilesime girerek
serbest radikallerin olusuma neden olur. Ozellikle 295-400 nm dalga boyundaki optik
radyasyonun surekli olarak lens icine girmesi nedeniyle lens dokusu fotokimyasal
reaksiyonlara kars1 hassas hale gelmektedir. Lensde yer alan en blyuk ultraviyole (UV)
absorbe eden molekuller ya serbest halde ya da aminoasitlerin (triptofan) aromatik

zincirlerine bagh vaziyette bulunurlar (Sekil 1.9) (Yanoff ve Duke, 2014).
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Sekil 1.7 3-hidroksikinlrenin UV-filtre ve oksidasyon gorevleri (Avila ve ark., 2019).

ROS ayni1 zamanda akoz sivida yiiksek miktarda H2O2 bulunmasindan dolay1 olusarak
lens i¢ine girebilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin hiicreye verdigi hasarlar bir¢ok
yolla meydana gelmektedir. Membran lipitlerinin peroksidize olmasi aldehitlerin
olugmasina neden olur. Bu durum sirasiyla membran lipitleri ve proteinlerin arasinda
capraz baglantilara sebep olur. Ikinci olarak, ROS DNA bazlarina modifikasyon gibi
hasarlar vererek DNA tamir mekanizmalarimin verimliligin disiirmektedir. Son olarak
proteinlerin  polimerizasyon ve c¢apraz baglantilarina neden olarak kristallin
agregatlarina ve katalaz ve glutatyon rediiktaz gibi bir¢ok antioksidant role sahip 6nemli
enzimlerin inaktivasyonuna neden olur. ROS tarafindan indiikklenen hasara karsi lens
kendini bir¢ok yolla savunur. Siiperoksit anyonlar1 siiperoksit dismutaz ile dismutasyon
gegirirler. Bu doniisiim neticesinde H2O2 olusur. Olusan H202, dis kaynakli H20> ile
birlikte katalaz ya da glutatyon peroksidaz ya da her ikisinin birlikte etkisi ile birlikte
detoksifiye edilir. Katalaz enzimi epitel hiicrelerinde fiber hiicrelerine gbre daha fazla
miktarda bulunur. Glutatyon peroksidaz ise hem epitel hem de fiber hicrelerinde yiksek
miktarda bulunur. Glutatyon sistemi H>O2’ye kars1 koruma saglarken ayn1 zamanda lipit
peroksitlerin nétralize edilmesinden dogan lipit serbest radikallerden de korunmada

gorevlidir (Yanoff ve Duke, 2014).
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1.3. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitiine (DSO) gore katarakt gérme kaybmin ve bozuklugunun bir
numarali nedenidir. Popiilasyonun yaslanmasi ile birlikte gérme kaybinin prevelansi her
yil artis gdstermektedir. DSO, diinya genelindeki 34 milyon gérme yetisini kaybetmis
bireyin yaklasik ilicte birinin ve ¢ocuk bireylerin yarisinin Giiney Dogu Aysa’da
bulundugunu bildirmektedir (Gupta ve ark., 2014). Katarakt geri dondurulebilir gérme
kaybinin bir numarali nedeni olarak goériilmektedir. Diinya saglik orgiitiine gére 2020
yilina dek 40 milyondan fazla bireyi etkilemesi beklenmektedir. Ayrica DSO tarafindan
2000 ve 2020 yillart aras1 yapilan katarakt ameliyatlarinin yaklagik 3 katina ¢ikmasi
gerektigi bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1 milyon kiside 5000 cerrahi
operasyon gerceklestirilirken, Cin Halk Cumbhuriyeti’nde ise bu say1r 500°e kadar
diismektedir. Gorme bozuklugu ve yasa bagli kataraktin yash bireylerde artmis 6liim
oranlari i¢in bagimsiz bir risk faktorii olabilecegi gosterilmistir. Katarakt 40 yas ve tstii
yaklasik 20 milyon Amerikan vatandasini etkiledigi ya da her alti kisiden birini
etkiledigi rapor edilmistir (Rosenfeld, 2007).

Kataraktin tedavisinde cerrahi girisim tek ¢oziim oldugundan, saglik hizmetlerine
ulagsmada bireylerin sosyoekonomik durumu oldukga etkindir. Bu problem gelismekte
olan ulkeler igin Kkritiktir. Amerika Birlesik Devletleri’nde katarakt cerrahisinin ekonomi
tizerine etkisi devasa boyuttadir. Katarakt tedavisi i¢in yilda yaklasik 3,4 milyar
Amerikan dolar1 harcanmaktadir. Katarakt tedavisi i¢in yapilan cerrahi girisim
sayisindan daha fazla sayidaki, hastalarin kliniklerdeki muayeneleri ve testleri de hesaba
katildiginda finansal etki daha da biiyimektedir (Rosenfeld, 2007).

Yasa bagli katarakt, prevalansindan dolayr oldukca biiyiik sosyoekonomik etkiye
sahiptir. Lens opakliginin standardize edilmis ve genis gevrelerce kabul edilmis bir
siniflandirma sistemi olmadigindan, kataraktin insidansi ve prevalansinin tam olarak
degerlendirilmesinde giigliikler yasanmaktadir. Yasa bagl kataraktin nedeni olan lens
opakliginin sekli, yogunlugu ve lokasyonu degiskenlik gosterir. Bu nedenle katarakt
tanimlamalarinin ¢ogunlugu goriis keskinliginin kantitatif olarak azalmasi ve lens
morfolojisindeki degisikliklerin slit-lamp mikroskobu ile tanimlanmasini gerektirir.
Yasa bagli kataraktin toplumdaki sikiligini tespiti genel popillasyondan elde edilen

bilgilerden ¢ok secici gruplardan gelen veriler ile tahmin edilmektedir. Son olarak
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birgok yasl bireyde katarakt patolojisinin yaninda gormek yetisindeki azalmada
bulunmaktadir. Bu hastalarin goriis yetenegindeki azalma yanlislikla katarakt nedeniyle

lens degisimlerine baglanmis olabilir (Rosenfeld, 2007).

Katarakt lizerine ge¢misten giiniimiize bir dizi ¢alisma yirltilmektedir. Yasa bagh
katarakt ¢alismasi (Age Related Eye Disease Study, AREDS) 1990’1 yillar boyunca
yiritilmistir. Diger bulgularin yaninda, bu calisma lens opakligmin derecesini
siniflandirmanin giivenilirligi daha ¢ok erken zamanda gelisen lens degisimlerini igeren
genis bir ¢alisma grubunda gostermistir. AREDS sisteminin katarakti patolojilere gore
simiflandirmas1 daha sonraki kataraktin insidanst ve gelisimi tiizerine yapilacak

calismalar i¢in uygulanabilir bir siniflandirma sistemidir (AREDS, 2001).

The Beaver Dam Eye ¢alismasi 1980’lerin sonunda baslamig biiyiik popiilasyon tabanli
bir caligmadir. Calismaya gore 74 yasindan biiyiik kadinlarin %45,9’unun erkeklerin ise
%38,8’inin goriis yetenegini bozacak seviyede katarakta sahip olduklari ortaya ¢ikmistir
(Klein ve ark., 1998). Baltimore gbz arastirmasina gore; 40 yasindan biiyiik bireylerde
ylzde on ya da daha fazla orandaki hastada katarak, gérme kaybinin sorumlusudur
(Sommer ve ark., 1991). Boylamsal katarakt ¢alismasi (Longitudinal Study of Cataract,
LSC) lens opaklig1 i¢in risk faktorlerinin epidemiyolojik bir ¢caligmasidir. Bu ¢alismada
nikleer opaklagma, artan yas, 1rk, diisiik sosyoekonomik diizey, sigara kullanim1 ve aile
hikayesi, bireyde dnceden posterior subkapsuler katarakt bulunmasi ve erken gozliik
kullanima ile iligkili bulunmustur. LSC yeni lens opaklasma durumlarini ve lentikiiler
opaklagsmanin ilerlemesini Lens opakligi smiflandirma sistemi (Lens Opacities
Classification System IllI, LOCS IlI) kullanarak degerlendirmistir. Calismaya katilan
bireylerin yas ortalamasi 65 olarak Olgiilmistir. Calisma basladiktan iki yil sonra
bireylerin yiizde altisinda, bes yil sonra ylzde sekizinde yeni lens opaklagmasi tespit
edilmistir. Bes yilin sonunda kortikal ve PSC gelisiminin insidansi sirasiyla %7,7 ve
%4,3 olarak bulunmustur. Bes yilin sonunda c¢alismaya katilan bireylerin 1/13’iinde
yeni kortikal katarakt, 1/24’iinde ise yeni PSC tespit edilmistir. Kortikal kataraktin
ilerleme orani bes yillik siire zarfinda %16,2 bulunurken, PSC i¢in bu oran %55,1’dir
(Leske ve ark., 1997). Bes numarali AREDS ¢alismasi niikleer opaklagsmasinin daha gok
kadinlari, beyaz irk disindaki irklari, sigara kullananlart ve makiiler drusen igerenleri
etkiledigi tespit edilmistir. Orta seviyede niikleer opaklik, yiiksek sosyoekonomik

seviyedeki bireylerde, diyabet ge¢misi olan ve steroid igermeyen antienflamasyon
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ilaglar kullanan bireylerde daha az oldugu gorilmiistiir. Orta seviyedeki kortikal
kataraktin ise koyu iris rengi, biiyiik makiiler drusen, kilo alma, parlak giines 1s181na
maruziyet ve tiroid hormon kullanimu ile iliskili oldugu bildirilmistir (AREDS raporu,
2001).

Katarakt, diinyadaki tim gorme yetisinin kaybetmis vakalarin yaklasik %33’tinden
sorumludur (Pascolinive Mariotti, 2011). Son yillarda katarakt insidas1 ve prevalansinin

belirlenmesi i¢in ¢aligmalar yogunlasmistir.

50 yasin ustiindeki yetiskin bireylerde, katarakt prevalansi %47,8 olarak ol¢iilmiistiir.
Katarakt prevalensi 2002 yilinda avrupada %19,3 olarak degerlendirilmistir (Resnikoff
ve ark., 2004). Yasa bagl kataraktin Avrupadaki prevalansi 52-62 arasindaki yas
gruplarinda yiizde bes artig gosterirken, 60-69 yas grubunda %30’a, 70 yasin1 geckin
bireylerde ise %64’e ¢ikmaktadir (Das ve ark., 1994). Italyada yapilan popilasyon
tabanli bir ¢alismada, niikleer kaynakli lens opaklig1 %18,5, kortikal opaklik %12,9, ve
PSC’den kaynakli lens opaklig1 ise %10,8 olarak dl¢iilmiistiir. Tiim katarakt tipleri yagh
bireylerde daha fazla tespit edilmistir. Kadin bireylerde erkeklere oranla bir buguk kat
daha fazla katarakta rastlanilmaktadir. ileri seviyedeki katarakt 60-69 yas araligindaki
vakalarin 1/3’linde ve 70 yas ve ilerisindeki vakalarin 2/3’iinde tespit edilmistir (Giuffre
ve ark., 1994). Lubnan’da yapilan arastirmada, katarakt goérme yetisini kaybeden
vakalarin %38,5’inde tespit edilmistir (Waked ve ark., 2007). Almanya’da 100.000
kigiden 3.32 kisi katarakt nedeniyle gérme yetisini kaybetmektedir ve gorme kaybinin
en 6nemli ikinci nedeni olarak bildirilmektedir (Trautner ve ark., 2003). 2010 yilinda
yapilan Reykjavik goz calismasinda tek tarafli gérme bozukluguna sahip vakalarin
%50’sinin katarakt nedeniyle oldugu bildirilmektedir (Gunnlaugsdottir ve ark., 2010).
Katarakt %9,5 ile Finlandiya populasyonunda en sik rastlanan kronik g6z hastaligi
olarak bildirilmektedir. Finlandiya vatandaslarinin %53’tinun katarakt operasyonu
gecirdigi belirtilmektedir (Laitinen ve ark., 2009). Ispanya’da gerceklestirilen
aragtirmada katarakt prevalansi 64 yasindan biiylik erkek bireylerde %69,5 iken, kadin
bireylerde %65,5 olarak goriilmiistiir (Navarro Esteban ve ark., 2007).

1.4 Katarakt Etyolojisi

Kristallin lensin birinci fonksiyonu 151k gegirgenligine izin vererek, 1518in retina tizerine

odaklanmasini1 saglamaktir. Lensin bu fonksiyonunu gergeklestirmesi igin 11k
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gecirgenliginin olmasi, lens hiicrelerin ve proteinlerinin yiliksek diizeyde organize
olmas1 gerekmektedir. Lens fiber hicrelerinde protein konsantrasyonu son derece
yiiksektir. Bu sayede kirilma indisi kendisin ¢evreleyen sividan daha yiiksektir ve lensin
15181 kirmast saglanir. Katarakt, lens saydamligini ya da 1sik sagilimi ve absorbe ettigi
151k ile saglanmasi gereken goriis keskinligi kaybettigi zaman ortaya c¢ikar (Malhotra,
2007).

Katarakt genetik, metabolik, beslenme bozukluklar1 ya da ¢evresel etkenler nedeniyle ya
da diyabet ve retinal dejeneratif gibi diger sistemik hastaliklarin sekonder etkisi ile
ortaya cikabilir. Yasa bagl katarakt, diger katarakt tiirleri arasinda en sik goriilen
tiirdiir. Yasa bagl katarakt i¢in en dnemli risk faktorii yastir ve diinya ¢apinda biiyiik bir
saglik sorunudur. Gelismekte olan iilkelerde cerrahi saglik hizmetlerine ulasim
sinirlidir. Bu nedenle gdérme kaybinin en biiyiik nedenidir. Cerrahi girisim disinda
efektif bir tedavi yolu olmadigi i¢in problem gelecek on yillarda diinya popiilasyonunun

yaslanmasi neticesinde artan bir sekilde devam edecektir (Malhotra, 2007).
1.4.1 Genetik Faktorler

Genetik nedenlerle gelisen katarakt bireyin kromozomal paternindeki anormallikten
kaynaklanmaktadir. Konjenital kataraktlarin 1/3’1 genetik kaynaklidir. Mikroftalmi,
aniridi, anterior kamaranin gelisimsel anormallikleri, retinal dejenerasyonlar, kromozom
anomalileri, Lowe sendromu ya da norofibromatozis gibi multisistem genetik hastaliklar
ile birlikte gelisebilmektedir. PITX3 geninin, anterior segmentteki mezengimal
disgeneziye neden oldugu kalitsal katarakt vakalarinda oldugu rapor edilmistir.
Mendeliyen kalitim gosteren kalitsal kataraktlar otozomal dominant, resesif ya da X
kromozomuna bagli olarak kalitilmaktadir. Fenotipik olarak ayni kataraktlar farkli gen

lokuslarinda meydana gelen mutasyonlar nedeniyle olusabilir (Gupta ve ark., 2014).
1.4.2. Maternal ve Fetal Faktorler

Hamilelik doneminde ya da erken infant dénemde malniutrasyon ailesel olmayan
zoniiler katarakt ile iligkilendirilmistir. Rubella, toksoplazmozis gibi maternal
enfeksiyonlar da konjenital katarakt ile iligkilidir. Endokrin sistem bozukluklari, alkol
ya da ilag (kortikosteroidler) kullanimi ve hamilelik sirasinda radyasyona maruziyet

infantlarda katarakt gelisimi i¢in risk faktorleridir. Hamileligin son U¢ ayimndaki
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intrauterin hipoksi, Lowe sendromu, miyotonik distrofi de infantlarda katarakt icin risk
faktorleridir (Gupta ve ark., 2014).

1.4.3. Cinsiyet

Kadin bireyler erkek bireylere gore daha fazla katarakt gelistirme riskine sahiptirler.
Bunun sebebi, muhtemelen post menepoz dénemde 6strojenden yoksun olmalari ile
aciklanmaktadir (Gupta ve ark., 2014).

1.4.4. Irk ve Etnik Kdken

Afrika ve Ispanyol orjinli Amerikalilar beyaz irka gére yaklasik iki kat daha fazla
katarakt gelistirme riskine sahiptirler. Diyabet ve diger tedavi yontemlerinin eksik
olmasimdan dolayr bu farkin bu denli fazla olmasi iizerine yorumlar yapilmaktadir

(Gupta ve ark., 2014).
1.4.5. Yaslanma

Yasa bagl (senil) katarakt, bilinen bir mekanik, kimyasal ya da radyasyon kaynakli bir
travma gee¢misi olmayan 40 yas ve iizeri bireylerde gelisen katarakt tipi olarak
tanimlanmaktadir. Yagli popiilasyonda ilerleyici bir karakter sergileyerek olduk¢a sik
gorilmektedir (Gupta ve ark., 2014). Suda ¢oziinebilir alfa kristallin miktar1 yas ile
azalir. 45 yasindaki bir bireyin Lens niikleusunda alfa kristallin yer almaz. Alfa
kristallin diger kristallinlerin agregatlar olusturmasini onlemeye yardimei olur. Suda

¢ozlinmeyen agregatlar yas ile artis gosterir (Remington, 2005).

Lens yasam boyunca bilyiir. Lens kalinhigindaki artis sekiz ile 40 yas arasinda
gerceklesir. Olgun lens fiber hiicreleri organellerini kaybeder. Iyonlarin, besinlerin ve
antioksidantlarin transportundaki azalma katarakt olusumuna katki saglayan hasarlara
neden olabilir. Yas ilerlemesi ile fiber hiicrelerinin membran gegirgenliginde bir artis
olur. Iyonik pompalar iyon dengesinin bozulmasini telafi edemezler. Lens icindeki
sirkiilasyon, glutatyon ve su akisinin korteks-niikleus sinirinda kisitlar ve degistirir.
Akuoporinlerdeki 6nemli degisiklikler su akisinin bozulmasina neden olur (Remington,
2005).
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Glutatyon ve askorbat protein modifikasyonlarinin 6nlenmesi ve serbest radikal
hasarindan korunumu saglar. Glutatyonun miktarindaki azalma proteinler ve
membranlarin oksidatif hasarina yol acar. Glutatyon konsantrasyonunundaki azalma
katarakt gelisimi ile iligkilidir. Orta yasta gelisen korteks ve niikleusun arayiiziinde
lokalize olan ve kiigiik molekiillerin korteksten niikleusa gegisini engelledigi 6ngoriilen
bir bariyer iizerinde diisiiniilmektedir. Bu bariyer niikleusta glutatyonun azalmasinin
nedeni olabilir. Ara baglantilarda bir konneksin modifikasyonu fiber hiicreler arasindaki
iletisimde bir bozulmaya neden olur. Bu modifikasyonun bariyerin olusum
nedenlerinden olabilecegi belirtilmektedir. Lens niikleusunun en i¢ kisminda aquaporin
kanal proteinlerindeki degisimler orta yas civart (40-50) meydana gelir. Bu kanallarin
yarisi yukarida ifade edilen bu bariyerde kaybolmaktadir. Bu degisiklikler su
kanallarinin tikanmasina yol acarak bariyer fonksiyonuna katkida bulunur (Remington,

2005).

Protein pargalanmasi ve agregat olusumunun fiber hiicre membranlarina zarar vermesi,
glutatyon eksikligi, oksidatif hasar, artmis kalsiyum seviyesi, anormal lens epitel hiicre
gocli gibi spesifik mekanizmalar yasa bagli katarakt gelisiminin nedenleri arasinda
sayilabilir. Takip eden diger faktorler yukarida sayillan mekanizmalarin etkilerini

artirarak katarakt gelisimini etkileyebilir (Remington, 2005).
1.4.6. Hipertansiyon

Diabetin katarakta neden olmast fiizerine yapilan klinik c¢aligmalarda, arterial
hipertansiyonun da yuksek prevelans ile mevcut oldugu bulunmustur. Nakano
farelerinin lens epitelinde, lentikiiler iyonik aktarimin azalmasi, Na® K* adenozin
trifosfatazin (ATPaz) azalmasma neden olarak katarakt olusumuna yol agtigi rapor
edilmistir. Soz konusu ¢alismada Na® K" ATPaz inhibitorleri ile yapilan in vitro
calismalar ile de diabetin katarakt olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Gupta ve
ark., 2014). Su toplanmasina izin veren membran ge¢irgenligindeki artis ya da iyon
pompast fonksiyonsuzlugu nedeniyle sivi akiskanlhiginda bozulma meydana gelebilir.
Na'/K* ATPaz pompa aktivitesi onemli derecede azalirsa sitoplazmaya Na® ve
beraberinde su akis1 olur. Bunun sonucunda lens fiber hiicreleri siser ve lens saydamligi

azalir (Remington, 2005).
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1.4.7. Sigara Kullanimi

Bircok c¢alismada sigara kullanimiin katarakt olusumu {izerindeki roliiniin alt1
cizilmistir. Bu ¢alismalarda sigara kullanan bireylerde 2-3 kat oranda katarakt olusturma
riski bulundugu bildirilmistir. Sigara kullanim dozu ile niikleer kataraktin derecesi
arasinda pozitif korelasyon izlenmistir. Sigara dumaninda bulunan aromatik bilesenlerin
lentikiiler bilesenleri oksidatif olarak modifiye ettigi gosterilmistir (Gupta ve ark.,
2014).

1.4.8. Oksidatif Stres ve Oksidantlar

Oksidatif stres katarakt gelisimde onemli bir faktdr oldugu hayvan deneylerinde ve
kiiltiire edilmis lens modellerinde yapilan ¢aligmalar ile gdsterilmistir. Oksidatif siireg
lens yaslandikca ve protein konsantrasyonu arttikca artan bir egilim gosterir.
Oksidantlarin asir1 tiretimi oluk¢a zararli olmakla beraber genetik materyal tizerine ciddi
etkileri vardir. Oksidasyon iizerine var olan teorilerden biri, lens yaslanmasinin ve
bariyerlerin, glutatyon ve diger koruyucu antioksidantlarin lense dolayisiyla nukleusa
girigini Onledigi boylece lensin oksidasyona karsit hassas durumda oldugunu belirtir

(Gupta ve ark., 2014).

Lens iceriginde bulunan niikleik asitler, proteinler ve lipitlerin oksidatif hasara maruz
kalmasi yasa bagl kataraktin olusmasinda bir numarali etken olarak gortlmektedir.
Oksidatif stresin katarakt etmeni oldugu hem insanlarda hem de hayvanlarda birgok
caligma ile gosterilmistir. X 1511 ya da ultraviyole (UV) ve mikrodalga gibi diger tip
radyasyonlara maruz kalinmasinin oksidatif stres kaynagi teskil ettigi i¢cin katarakt
olusumu ile sonuglanabildigi belirtilmektedir. Deneysel olarak hayvanlara ya da tedavi
amaci ile insanlara uygulanan hiperbarik oksijen maruziyetide benzer sonuglar
dogurabilmektedir. Oksidasyon hipotezini destekleyen epidemiyolojik c¢alismalarda,
parlak giines 1s181na yiiksek seviyede maruz kalinmasinin yasa baglh katarakt ile iliskili

oldugu gosterilmistir (Malhotra, 2007).
1.4.9. Lipit I¢erigi ve Kolesterol

Membran lipitlerinin metabolizmasinin birgok katarakt tiiriiniin olusumunu etkiledigi

bilinmektedir. Lens membrani, diger bilinen membran tiirlerine oranla yiiksek diizeyde
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kolesterol igermektedir. Katarakt gelisimi, bu hiicrelerde kolesterol birikimi ve
dagitimin artis1 ile iliskilidir. Smith-Lemli-Opitz sendorumu ve mevalonik asidiri,
kolesterol metabolizmasinda gérevli enzimleri etkileyen mutasyonlar sonucu olusur bu
sendromlara sahip hastalarda katarakt gelisebilir. Statin gibi kolesterol ilaglarinin da
kolesterol birikimini Onleyerek katarak olusumuna neden olabilecegi bildirilmistir

(Gupta ve ark., 2014).
1.4.10. Travma

Katarakt gozii etkileyen hasarlar ile de olusabilir. G6z ile temas ettiginde cikarilmasi
giic olan objeler fiziksel hasara sebep olarak lens kapsiiliinii bozar. Dis lens kapsiilii
yirtildig1 zaman i¢ lens sismeye baslar ve proteinlerin denatiire olmasi ile beyaz renge
biirliniir. Lens kapsiiliinii etkileyen hasar olmadan sadece sok etkisi yapan durumlarda
da subkapsiiler baslangicli yildiz goriiniimlii katarakt gelisebilir. Bu tip sakatlanmalar
genellikle lensin daha yumusak oldugu gen¢ bireylerde goriiliir. Kaynakgilik ve cam
firinlarinin bulundugu ortamlarda calisan insanlar travmatik baglangich katarakt igin

daha ¢ok hassasiyet gosterirler (Gupta ve ark., 2014).
1.4.11. Komplike Nedenler

Bu tanim kataraktin sistemik ve dejeneratif hastaliklarin yaninda sekonder sekilde

lensde bulunmasi durumuna géndermede bulunur.

Kutandz hastaliklarla iligkili lens opasitesi geng yasta, bilateral gelisir ve sendromatotik
katarakt olarak isimlendirilir. Atopik katarakt 6zellikle ¢ocuk bireyleri etkileyen atopik
dermatit (AD) ile iligkilidir. Mekanizmasi bilinmemekle beraber kasinma aliskanligi
olmasinin etken rol oynayabilecegi bildirilmistir. AD’li hastalar ak6z himorda yuksek
duzeyde protein fibrillerine sahiptirler. Poikiloderma, vaskdler atrofikus, skleroderma

ve keratoz folikulariz kataraktla iligkili diger cilt hastaliklaridir (Gupta ve ark., 2014).

Glukom ve tedavisinde kullanilan demekaryum ve izoflurofat gibi ilaglar katarakt igin
yiiksek risk olustururlar. Fuchs Heterokromik Iridosiklitis, Still Hastaligi, Kornea
Ulseri, Endoftalmit, Uveit, Miyopik Korioretinal Dejenerasyon, Retinis Pigmentoza ve
diger retinal pigment dejenerasyonlari, Retinoblastoma ya da Melanoma katarakt

olusumu i¢in goz ile iliskili diger hastaliklardir. Miyopik degisiklikler katarakt
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gelisiminin Oncesinde olabilir. Niikleer kataraktin gelisiminin dncesinde olugan miyop
ile iliskili oldugu belirtilmistir. Posterior subkapsiiler kataraktin miyop nedeniyle lensin
15181 kirma giictiniin degismesi ile yiiksek diizeyde iliskili oldugu bildirilmistir (Gupta
ve ark., 2014).

1.4.12. Metabolik Nedenler

Katarakt endokrin hastaliklar ve biyokimyasal anormallikler ile gelisebilir.
Galaktozemik ve diyabetik kataraktlar bu tip katarakt gelisimine 6rnek olarak verilebilir
(Gupta ve ark., 2014).

Galaktozemi dogustan galaktoz metabolizma kusurudur. Galaktozl fosfat dridil
transferaz (GPUT) ve Galaktokinaz (GK) eksikliginden gelisir. Yag damlasi seklinde
lens merkezinde olusan lens opasitesi galaktozemi nedeniyle olusan kataraktin

karakteristik 6zelligidir. Bilateral olarak gelisir (Gupta ve ark., 2014).

Diyabetin tedavisinin aksatildigi durumlarda ciddi sistemik ve okiiler komplikasyonlar
gelismektedir. Diyabet hem in vitro hem de in vivo ¢alismalar ile katarakt nedeni oldugu
gosterilmistir. Diabetes Mellitus (DM) kontrol altina alinmadiginda okiiler dokularda
enzimatik olmayan protein glikasyonu ile iligkili olan hiperglisemi, ozmotik stres ve

oksidatif stres ile sonuglanir (Gupta ve ark., 2014).

Insiilin tedavisi, egzersis ve iskemi indiiklii hipoglisemi katlanmamis protein cevabina
(UPR) neden olur. UPR ile apoptotik yolaklar aktive olarak lens epitel hiicre apoptozu
olusur (Gupta ve ark., 2014).

Katarakt degisikleri paratiroid tetani ile iligkili olabilir. Atrofi ya da paratiorid bezlerin
alinmasi ile gelisebilir. Noktasal sekilli ya da ¢ok renkli kristal benzeri yapilar opasite
subkapsiiler bolgede olusabilir (Gupta ve ark., 2014). Ayn1 zamanda Sitoplazmik Ca™
miktarindaki artig saydamligin kaybn ile iliskilidir (Remington, 2005).

Katarakt hipotiroidizm ya da kretinizimin genel 6zelliklerinden biri degildir. Ancak
kataraktla hipotiroidizm arasinda bazi iligkiler bildirilmistir. Lens opakliginin
hipotiroidizm vakalarinda goriildiigii bilinmektedir. Paratiroide mudahele etmeden
yapilan tiroidektominin mavi nokta halinde beliren katarakta neden olabilecegi

bildirilmistir (Gupta ve ark., 2014).
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Bakir metabolizmasindaki bozukluk Wilson hastaligi (hepatolentikiiler dejenerasyon)
ile sonuglanir. Wilson hastaligina sahip bireylerde anterior lens kapsiilii bolgesinde lens

opasitesi gelisir (Gupta ve ark., 2014).

Deney hayvanlar1 c¢alismalart ve in vitro calismalar ile mikrobesin eksikliklerinin
katarakta neden oldugu gosterilmistir. Aldoz rediiktaz seker metabolizmasindaki
anormallikler katarakt olusumu icin temel teskil eder. Beslenme bozukluguna sahip
katarakt hastalarinin lenslerinde protein ¢oziiniirliiglindeki bozukluklarin artis gosterdigi
ile ilgili 6nermeler mevcuttur. Triptofan eksiliginin katarakt1 indiikledigi bildirilmistir.
Disiik folik asitin deney hayvanlari iizerindeki etkilerinden biri de katarakt
gelistirmesidir. Diizenli multivitamin kullanimimin tiim katarakt tiplerinin gelisimine

kars1 riskin azalmasinda faydali oldugu gosterilmistir (Gupta ve ark., 2014).

Ozellikle ¢inko ve bakir elementleri gibi eser elementlerin katarakt olusumundaki rolleri
lizerine Onermeler mevcuttur. Deney hayvanlart ve insanlardaki calismalar ¢esitli
inorganik minerallerin katarakt olusumu ile iliskili oldugunu géstermistir. Bu elementler
katarakt gelisimi i¢in etken faktorler olarak oldukga ilgi ¢ekmektedirler (Gupta ve ark.,
2014).

Neonatal hipoglisemi, aminoasidoiiri, homosistiniiri, Hurler hastaligi gibi diger

metabolik hastaliklar da katarakt gelisimine neden olurlar (Gupta ve ark., 2014).
1.4.13. Toksik Etki

Kortikosteroidler, sakinlestiriciler ve radyomimetik ilacalar gibi bircok ilag katarakt
gelisimine neden olabilmektedir. Steroid kullanimi sekonder katarakt gelisimi ig¢in
dordlncu en 6nemli faktor iken tiim katarakt nedenlerinin yaklasik %4,7’sini olusturur.
Sistemik steroidlerin yaninda okiiler topikal steroidler ve krem formlar1 da katarakt
olusumu ig¢in risk teskil etmektedir. Prednisone gibi steroidler lensin i¢inde bulundugu
destek dokunun normal metabolizmasint bozar. G6z kapaklarina uygulanan diisiik
oranl steroid kremler bile goz i¢i basincimi artirdig i¢in katarakt ile sonuglanabilir.
Kortikosteroid indiikli kataraktin mekanizmasi bilinmese de ozmotik dengesizlik
oksidatif hasar ya da lens buyiume faktorlerine hasar verebilme 6zelliklerinden dolay1

katarakt gelisimine katkisi oldugu diisiintilebilir. (Gupta ve ark., 2014).
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1.5 Yasa Bagh Katarakt

Yasa bagl katarakt yasi ilerlemis bireylerde gérme bozuklugunun en yaygin nedenidir.
Yasa bagh kataraktin patogenezi multifaktoriyel 6zellik gosterir ve tam olarak
anlagilamamistir. Lens yaslandikc¢a agirligl ve kalinlig artar ve akomodasyon yetenegi
azalir. Yeni kortikal lens fiberleri olustukca lens niikleusu sikismaya ve zarar gérmeye
(niiklear siklerozis) baslar. Kristallin proteinleri kimyasal modifikasyonlar ile
degismeye ve yliksek molekiiler agirlikli proteinler halinde agregatlar olusturmaya
baglarlar. Protein agregatlarinin olusmasi ile lensin kirilma indisinde dalgalanmalar
meydana gelir. Boylelikle lens saydamliginda azalma olur. Nikleer lens proteinlerinin
kimyasal modifikasyonlar1 ayn1 zamanda ilerleyici pigmentasyona da neden olur. Lens
yas ile beraber sar1 ve kahverengimsi bir hal almaya baglar. Yasa bagli olarak lens
icinde glutatyon konsatrasyonu ve potasyum miktarinda azalma ile sodyum ve kalsiyum

oraninda artig gézlenir (Rosenfeld, 2007).

Yasa bagl kataraktin kortikal, niikleer ve posterior subkapsiiler olmak iizere baglica ¢
tipi bulunmaktadir. Bu katarakt tipleri hem opasitenin bulundugu bolgeye gore hem de
opasitenin olusmasin1 saglayan patolojiye gore farklilik gosterir. Yasa bagli bu iig

katarakt tipi i¢in bir¢ok risk faktorii ortaktir (Malhotra, 2007).
1.5.1 Yasa Bagh Kortikal Katarakt

Kortikal katarakt (ic major katarakt tipi igerisinde en sik rastlanilan ¢esididir. Kortikal
tabakanin lens niikleusuna goére yogunlugu daha azdir. Bundan dolayr asiri su
toplanmasina kars1 daha hassas yapidadir. Kortikal tabakanin bu hassasiyeti elektrolit
dengesizligine neden olabilir, nihayetinde diyabet ve galaktozemide de gosterildigi gibi
lens kortikal fiber hicrelerinde bozulmaya neden olur. Kortikal fiber hicrelerin bu
durumundan dolayr bu tip kataraktin osmotik stres nedeniyle olusabilecegi
diisiiniilmektedir. Kataraktin erken gelisim evresindeki isaretler vakuol olusumu, su
ceplerinin olusumu, lamellar ayrim gibi olaylar1 barindirir. Bu degisimler zaman
icerisinde bireyin lens fiber hiicrelerine zarar verir ve geri doniisii olmayan opaklagsmaya
yatkinlik olusturabilir. (Malhotra, 2007).

Lens korteksinin iyonik kompozisyonundaki degisiklikler ve devaminda lens

fiberlerinin hidratlanma durumlarindaki degisiklikler kortikal opaklasmaya neden olur.
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Kortikal katarakt genellikle bilateral gelisirken siklikla asimetriktir. Gérme yetenegine
olan etkisi opakligin gelistigi bolgeye gore degiskenlik gosterir. Kortikal kataraktin en
genel semptomlarindan biri ara¢ tepe lambalar1 gibi odaklanmis yogun 1s1k
kaynaklarindan gelen parildamadir. Ayn1 zamanda monokiiler diplopi de (Gift gorme)
olusabilir. Kortikal kataraktin ilerleme derecesi degiskenlik gostermektedir. Bazi
olgularda kortikal katarakt opaklik durumlari uzun periyotlar boyunca degismeden

kalirken digerleri hizli bir ilerleme kaydeder (Rosenfeld, 2007).
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Sekil 1.8 Kortikal Katarakt (Thompson ve Lakhani, 2015).

Kortikal katarakt olusumunun ilk isareti anterior ve posterior kortekste vakuoller ve su
yariklariin slit-lamp mikroskobu ile goriilebilir halde olmasidir. Kortikal lamel siv1 ile
ayrilabilir durumdadir. Kama seklindeki opakliklar (genellikle kortikal gubuklar) lens
periferinin yakininda olusur ve opakligin merkeze dogru sonunu isaret eder (Sekil 1.5).
Kortikal cubuklar slit-lamp mikroskobisi ile goriintiilendiginde beyaz opaklar halinde
gozlenirken, retroiluminasyon ile goriintiilendiginde koyu golgeler halinde gozlemlenir.
Kama seklindeki opakliklar genisleyebilir ve biiylik kortikal opakliklar1 olusturacak
sekilde birlesebilirler. Lens su almaya devam ederken, sisebilir ve siskin (intumescent)
kortikal katarakt haline gelir. Kapstlden niikleusa kadar tim korteks beyaz ve opak hale
gelir. Bu tip durum olgun (mature) katarakt olarak isimlendirilir (sekil 1.5). Kortikal
katarakt histopatolojik olarak lens fiberlerinin hidropik sismeleri ile karakterizedir
(Rosenfeld, 2007).
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1.5.2. Nikleer Katarakt

Niikleer katarakt yash bireylerde, normal skrelozisin artis1 ve lens niikleusunun
sertleserek sararmasi neticesinde ortaya ¢ikar. Calismalar niikleusun optik
yogunlugunun kademeli ilerlemesinin yas ile paralel seyrettigini bildirmislerdir

(Malhotra, 2007).

Bir dereceye kadar niikleer sklerozis ve sararma orta yasi geckin bireylerde fizyolojik
olarak normal kabul edilmektedir. Bu durum goriisii minimal diizeyde etkilemektedir.
Asirt derece niikleer sklerozis ve sararma niikleer katarakt olarak degerlendirilir ve
lensde merkezi opakliga neden olur. Sklerozis, sararma ve opakligin derecesi slit-lamp

mikroskobu ile degerlendirilir.
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Sekil 1.9 Nukleer Katarakt (Thompson ve Lakhani, 2015).

Niikleer kataraktin ilerlemesi yavas bir egilim gosterir. Genellikle bilateral olmasina
ragmen asimetrikte olabilir. Niikleer katarakt tipik olarak uzak goriis yetenegini yakin
gorlis yetenegine gore daha fazla etkiler. Niikleer kataraktin erken sathalarinda lens
niikleusunda ilerleyici bir zarar verme durumu s6z konusudur. Bu durum siklikla lensin
kirilma indisinde artisa neden olur ve kirilim miyopik gecis gosterir. Bazi vakalarda,
miyopik gegis, presbiyopi yok ise gozliikksiiz yakin goriis imkani verir. Nadir olarak
baz1 vakalarda sklerotik niikleus ve lens korteksi arasindaki kirilma indisinin degismesi
monokiler diplopiye (gift gérme) neden olmaktadir. Lensin ilerleyici sararmasi
goriilebilen 151k spektrumunda Ozellikle mavi renk tonlarmin ayrimini saglama
yeteneginde azalmaya neden olur. Fotopik retinal fonksiyon ilerlemis niikleer katarakt

olgularinda azalma gosterebilir. Cok ileri diizeydeki niikleer kataraktli bireylerde lens
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nikleusunun opak ve kahverengi halde olmasi (brunescent) niukleer katarakt olarak
isimlendirilir (Rosenfeld, 2007).

Niikleer katarakt lens yapisal proteinlerdeki (a-, B- ve vy-kristallinler) fizyolojik
degisimlerle iliskilidir. Bu proteinler oksidasyon, enzimatik olmayan glikolizasyon,
proteolizis, deaminasyon ve fosforilasyon ile yiliksek molekiiler agirlikli agregatlar
haline gelirler. Nukleer lens proteinlerinin kimyasal modifikasyonlar1 lensin once
sararmasina, sonra kahverengi olmasina en son siyahlagsmasia neden olur (Malhotra,

2007).

Nikleer katarakt, histopatolojik olarak lens niikleusunun hiicresel laminasyonlarinin
kaybi ile birlikte homojenizasyon gostermesi seklinde karakterize edilir (Rosenfeld,
2007).

1.5.3. Posterior Subkapstler Katarakt

Posterior subkapsuler katarakt (PSC), nikleer ve kortikal katarakta gore daha az
rastlanilan bir katarakt ¢esididir. Kataraktin ilerlemis evrelerinde niikleer ve kortikal
kataraktla beraber bulundugu goriilmiistiir. PSC retroiliiminasyon ile kolaylikla fark
edilebilmektedir. PSC’ye sahip hastalar erken evrelerde yakin objelere odaklanma ve
parlama problemlerinden sikayet ederler. Akomodasyon sirasinda goz bebegi daralir.
Isik goz girisinde merkeze konsantre sekilde diiser. PSC tam olarak merkezde yer aldig:
icin makulanin {izerine goriintliniin odaklanma yetenegi bozulur ve 151k sag¢ilimi olusur.

(Malhotra, 2007).
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Sekil 1.10 Posterior subkapstler katarakt (Thompson ve Lakhani, 2015).
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PSC pupil agikliginin ¢ogunu, parlak 1sik tarafindan ya da akomodasyon ile buzilme
indiiklendiginde gizler. Bu nedenle hastalar siklikla parlak 151k sartlarinda
parlamalardan ve az gérmeden dolay1 sikdyet ederler. PSC’li hastalarda yakin goriis
keskinligi uzak goriise gore azalma egilimi gosterir. Bazi hastalar monokiiler diplopi
sergilerler. Slit-lamp mikroskobisi ile PSC’nin en iyi sekilde tespiti, acilmis pupil
yoluyla saglanir (Rosenfeld, 2007).

Posterior subkapsuler katarakt, slit lamp ile posterior kapsuliin éninde yer alan grantler
i¢ ylizeyin karakteristigini gostermek i¢in, yakin ve genis 1sinlar uygulanarak direkt
iliiminasyon yontemi ile incelenebilmektedir. Bu teknik hastalarin tolere edebilecegi
151k parlamasinin iistiinde bir uygulama oldugu i¢in uzun direkt iliiminasyon kullanislt
olamayabilir. Bu nedenle retroiliiminasyon daha c¢ok opakligin smnirlarini ortaya

¢ikarmak igin uygun bir yontemdir (Malhotra, 2007).

PSC erken evrelerde merkez posterior subkapsuler bolgede direkt iliminasyon ile toz
benzeri bir yapida goriilebilir iken retroiliminasyon ile goriilmesi oldukca zordur.
Posterior subkapsiiler bolgedeki tozlanma nihayetinde yogunlasarak retroiliiminasyon
ile goriilebilir forma gelmektedir. PSC, radyasyon, steroid alimi, diabet ve retinal

dejenerasyonunun sonucunda gelisebilir (Malhotra, 2007).
1.6. Fakoemulsifikasyon

Modern katarakt cerrahisinin ilkeleri kiiciik kesikler yapilarak fakoemiilsifikasyon ile
kataraktli lensin ¢ikarilmasi islemine dayanir. Katlanabilir IOL implantlar1 lokal

anestezi altindaki hastaya uygulanir (Malhotra, 2007).

Fakoemulsifikasyon, Kelman tarafindan kataraktin ¢ikarilmasi i¢in ses iistii dalgalari
kullanan tek enstriimanli bir yontem halinde 1967 yilinda tanimlanmaistir. Bu teknik ses
ustl dalga 6zelligine sahip, pizoelektrik kristali kullanarak elektrik enerjisini titresimli

sok dalgalar1 haline doniistiiren bir prob yardimiyla uygulanir (Malhotra, 2007).

Lensi pargalamak icgin birgok fakoemulsifikasyon yontemi mevcuttur. Bol ve ye (Divide
and conquer) ve fako veya Phaco-chop yontemleri en sik kullanilan yontemlerdir. Bol
ve ye yontemi lens nukleusunun sistematik olarak bolundp fragmanlar haline getirilmesi

ardindan ise emiilsifiye edilmesi esasina dayanir. Fakoemilsifikasyon yontemi ise ilke
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olarak Nagahara tarafindan 1993 yilinda bilim diinyasina tanitilmistir. Bu ydntem
niikleusun yarilmasi prensibine dayanir. Niikleus kesim enstriimani ile yarilarak
fakoemdilsifikasyon ucuna oturtulur. Fako ydnteminin ana amaci fakoemiilsifikasyon
zamanint ve kullanilan enerjiyi azaltmaktir. Boylelikle korneal endotelyum kaybi
minimize edilmektedir. Bu teknik, kesim enstriimani uygulamasi sirasinda anterior

kapsiiliin yirtilmasini 6nlemek i¢in oldukga dikkat gerektirir (Malhotra, 2007).
1.7. CUL4B Geni

CUL4B geni X kromozomomun 27 bolgesinde yer alir. 22 ekzona sahiptir ve 913
aminnoasitlik bir protein kodlar. Cullin proteinleri birgok memelide evrimsel olarak
korunmus bir protein ailesidir. Cullin 1, Cullin 2, Cullin 3, Cullin 4A, Cullin 4B, Cullin
5, Cullin 7 ve Cullin 9 (PARC) olmak uzere insan genomunda 8 alt tipi mevcuttur.
Cullin proteinleri ‘Really interesting new gene’ (RING) E3 ligazlarin en biiyiik sinifidir.
RING box proteinlerine gore yiiksek diizeyde korunmus homolog domainleri ile
baglanarak scaffold fonksiyonu gosterirler. Cullinler, hiicre doéngisi ve sinyal
regiilasyonu iceren hiicre biyolojisi davranislarini i¢ine alan cesitli proteinlerin secici
degredasyonunda anahtar rol oynar. Son zamanlarda kanser gelisimi lizerine etkileri

incelenmektedir (Li ve Wang, 2017).

Cullin 4 ailesinin Kullin 4A (CUL4A) ve Kullin 4B CUL4B olmak uzere iki tyesi
bulunmaktadir. CUL4B, CUL4A ile %83 oraninda dizi homolojisi gosterir. CUL4A ve
CUL4B'nin neredeyse ayni yolla ¢esitli hiicresel aktivitelerde yer aldig
diistinilmektedir. Ancak, CUL4A ve CUL4B’nin fonksiyonlart ve spesifik
mekanizmalar1 arasinda biiyiik farkliliklar oldugu son zamanlarda gosterilmistir.
CUL4A diger proteinlerden farkli olarak C terminalinde niikleer lokalizasyon sinyali
(NLS8) tasir. CUL4B proteininde ise, bu sinyal dizisi N terminalde yer almaktadir.
CUL4A ve CULA4B substrat adaptor protein olan hata spesifik DNA-baglayan protein
21 (DDB21) ile etkilesime girebilirler. Genom biitlinliigiiniin korunmasi, DNA
replikasyonu ve hiicre dongust gibi hicresel fonksiyonlarda yer alirlar. CUL4B WD
tekrar1 igeren protein 5 (WDRS) ve peroksidoksin IIT (PrxIIl) gibi CUL4A tarafindan
hedeflenemeyen substratlarla etkilesime gecer (Li ve Wang, 2017).

CUL4B pankreatik dokuda, endokrin bezlerde, beyincikte, alt genital sistemde, kemik
iliginde ve testislerde yiiksek diizeyde eksprese olur (Li ve Wang, 2017).
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Son zamanlarda solid timorlerde CUL4Bnin  fonksiyonu aydinlatilmaya
calisilmaktadir. CUL4B 'nin anormal ekspresyonu pek cok hastalikta ve fizyolojik
proseslerde gosterilmektedir. CUL4B 'nin kanser hiicrelerinde ekspresyon azalis ya da
artisginin  hiicre proliferasyonunda, DNA hasar1 ve tamirinde, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde, metestaz, invazyon, DNA metilasyonu, histon asetilasyon modifikasyonu
ve sinyal yolaklarinda merkezi bir rol oynadigi ¢alismalarda gosterilmistir (Li ve Wang,
2017).
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Sekil 1.11 CULAb ile iliskili faktérler (Li ve Wang, 2017).

1.7.1. CUL4B ve Merkezi Sinir Sistemi

Prx 11, reaktif oksijen turlerinin (ROS) seviyeleri tizerine etkin bir CUL4B substratidir.
Prx III, ROS regiilasyonuna katilarak noral hiicre gelisimine dolayli yoldan etki
etmektedir. CUL4B ekspresyonu azaldiginda PrxIII birikimi artis gosterir. Bu sekilde
hiicrelerde ROS seviyesinin asagiya cekilmesi saglanmis olur. Boylelikle hiicreler
hipoksi ve H20- indiiklii apoptoza karsi direng artig1 gelistirirler. Hiicre proliferasyonu

ve normal hiicresel fonksiyonlarin etkinligi degisir (Li ve ark., 2011).
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CUL4B iskele proteininin beyin gelisiminde gerekli oldugu yapilan caligmalarca
gosterilmistir. CUL4B genini etkileyen varyatlar ile serebral malformasyonlar arasinda
iliski oldugu bilinmektedir. CUL4B’nin hipokampustaki néronal organizasyonda yer

aldig1 ve beyin gelisiminde 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Dong ve ark., 2015).

Malign glioma tiimor olusumunda CUL4B onkogen roli Ustlenmektedir CUL4B gen
ifadesi azaldiginda glioma hiicrelerinin proliferasyon kapasitesi azalarak timor

gelisiminin yavaslatilabildigi gosterilmistir (Dong ve ark., 2015).
1.7.2. CUL4B ve Kanser

Ozafagus, akciger, gastrik, kolon, pankreatik, serviks, renal, karacifer ve mesane
tumorlerinde CUL4B gen ekspresyon degisiklikleri tespit edilmistir. Ozafagus ve
serviks kanser hucrelerinde yiiksek diuzeyde CUL4B ekspresyonu gozlemlenmistir (Li
ve Wang, 2017).

CUL4B gen ekspresyonunun artis gostermesi hiicrelerin farklilagsmasi, invazyon
yetenekleri kazanmasi ve metastaz yapmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Aym
zamanda CUL4B gen ekspresyonunun epitel mezengimal gegis lizerine etkin oldugu

CUL4B geninin susturulmasi ile ispatlanmstir (Li ve Wang, 2017).
1.7.3. CUL4B, DNA Hasari ve Tamiri

Kullin RING E3 ligaz kompleksleri (CRL) kullin ailesinin DNA hasar1 ve tamir
islevlerinde gorev alan gesitli tyelerini icerirr CUL4AA DDB1-CSA kompleksi
olusturarak niikleotid tamir mekanizmasina katilmaktadir. CUL4B ve CUL4A yiksek
duzeyde dizi homolojisi gosterirler. CUL4B, CUL4A dan farkli olarak kendine has 149
aminoasitlik bir dizi icermektedir. CUL4A ve CUL4B proteinleri DNA homolog
rekombinasyon tamir mekanizmasinda DDB1-CUL4TP? kompleksini olusturarak yer
alir. Hem DDBI-CUL4AC™2 hem de DDB1-CUL4BC™? UV hasarina ugramis
DNA’y1 tanirlar. CUL4B hiicre niikleusuna DDB2’den bagimsiz olarak DDBI
transferini saglar. UV hasarli DNA’nin tamir prosesinin regiilasyonunda CUL4B yer

almaktadir (Li ve Wang, 2017).
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1.7.4. CUL4B ve Hicre Dongusu

Hiicre dongusi, hiicre biiylimesinin devam ettirilmesi i¢in énemli bir mekanizmadir.
Hicre dongisinde meydana gelen regulasyon bozukluklarinin timor hiicresine
doniistim ile sonuglandigr bilinmektedir. Hiicre dongusinin ilerlemesi siklinler ve siklin
bagimli kinazlar gibi bir¢ok mekanizma ile korunmaktadir. Siklin E 6nemli bir hiicre
dongusu kontrol elemanidir. DNA’nin G1-S gegisinde diizgiin sekilde replike olmasin
garanti altina almak igin Siklin bagiml kinaz 2 (CDK2) ile etkilesime geger. Bir¢cok
calismada siklin E’nin {bikiitin gecisli proteolizis sistemi ile regiile edildigi
bildirilmigtir. CUL4B geni susturuldugu zaman siklin E birikimi olugmaktadir.
Boylelikle S fazinin uzayarak hiicre proliferasyonu baskilanmaktadir. Sonug¢ olarak

CULA4B hucre proliferasyonu tzerinde etkin bir proteindir (Li ve Wang, 2017).

P21, siklin bagimhi kinaz (Cyclin depended kinase, CDK) inhibitorudir. CDK2
aktivasyonunu inhibe ederek hicre dongusunu regile etmektedir. P21, hicre
dongiisiiniin G1 fazinda birikir ve S fazinda degrade olur. CUL4B, P21 fonksiyonunu
P21 proteinini kodlayan CDKNZ1A genini transkripsiyonel baskilayarak negatif sekilde
reglile eder. CUL4B hucre proliferasyonunu CDKN1A ’y1 kismi baskilayarak artirir (Li
ve Wang, 2017).

CUL4B, CDC6’y1 pozitif regiile ederek DNA replikasyonunu artirir. CDC6, pre-
replikasyon komplekslerinin olusmasi igin gereklidir. CUL4B, CDC6 fosforilasyonu ve
stabilizasyonundan sorumludur. CUL4B, CDK2’yi miR-372/373 araciligiyla negatif
regiile ederek ekspresyonunu artirir (Li ve Wang, 2017).

1.7.5. CUL4B ve Apoptoz

CUL4B geninin ekspresyonunun azalmasi hiicre dongiisiiniin S fazinda durmasina ve
apoptozu tetikleyen DNA  replikasyon anomalilerine neden olan hicre
proliferasyonunun inhibe olmasia neden olur. CUL4B ekspresyonunun baskinlanmasi
ile koleorektal kanser hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal yolaginin inhibe oldugu ve

proliferasyonun baskilanarak hiicrelerin apoptoza ugradig: bilinmektedir. Osteosarkoma
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hicrelerinde CUL4B gen ekspresyonunun inhibe olmasi proliferasyonu durdurmakta ve

apoptozu tesvik etmektedir (Li ve Wang, 2017).
1.7.6. CUL4B ve iliskili Sinyal Yolaklar

CUL4B ile bircok sinyal yolaginm iliskili oldugu bilinmektedir. Ozellikle
Whnt/B-katenin sinyal yolagi ile iliskisinden dolay1 birgok kanser tiiriinde Wnt/B-katenin
sinyalinin anormal aktivitesi gosterilmektedir. CUL4B, B-katenini GSK3-gegisli
degredasyondan korumaktadir. Bunun yani sira, CRL4B/PRC2 komplekslerinin Wnt
inhibitorlerini baskilamak i¢in H2AK119mel ve H3K27me3’1i tesvik ederek Wnt sinyal
yolagin aktiflestirmektedir.

CRL4, mTOR aktivitesini DDB1, mTOR kompkesinin bileseni olan mLST8 ve Raptor
ile iliskiye girerek etkiler. CUL4B geninin baskinlanmasi mTOR gegisli S6K1
fosforilasyonunu azaltmaktadir. Ayn1 zamanda CUL4B baskilanmast CDKN2A ve
PTEN gibi tiimdr baskilayici genlerin ekspresyonlarinin artmasina neden olmaktadir.
Bundan dolayr CUL4B, PI3K/AKt/mTOR yolagmin etkisini artirarak hiicre sag kalimi
Uzerine etki gostermektedir (Li ve Wang, 2017).

1.8 Oksidatif Stres

Oksidatif stresin katarakt olusumuna olan katkisi, kataraktli ve saglikli lense ait olan
lipit kompozisyonu, protein modifikasyonlar1 ve antioksidantlarin konsantrasyon
oranlarinin karsilagtirilmasi ile tespit edilmistir. Oksidatif stres ile Reaktif Oksijen
Tiirlerinin (ROS) olusumu lens hiicrelerinde oksidatif hasara neden olur ve katarakt

olusumuna katk: saglar (Berthoud ve Beyer, 2009).

Kataraktli lenslerde proteinlerin, lipitlerin ve DNA’nin okside olmasi gézlemlenen bir
durumdur. Proteinlerin siilfidril gruplar1 okside olmug metiyonin igerir ve tiyollenmis ya
da disllfit olmayan baglar ile ¢arpraz baglanmis durumdadir. Bu degisimler neticesinde
proteinler yiiksek molekiiler agirlikli olarak agregatlar halinde c¢okerler. Bu tip
modifikasyonlar lensin redoks durumundaki degisikliklerin sonucu olarak olusabilir.
Aslinda, lens iginde yiiksek konsantrasyonda olan indirgenis glutatyon rediiktaz (GSH)

kataraktli lensde azalmis durumdadir. GSH azalmasi, disiilfit bag olusumu ya da protein
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katlanma bozukluklar1 yoluyla glutatyon rediiktazin inaktivasyonu ile sonuc¢lanabilir

(Berthoud ve Beyer, 2009).

Fotooksidasyonda da yasa bagl kataraktin gelismesine katkida bulunabilir. Ultraviyole
(UV) 1smlar ROS iiretimini tesvik ederler. Insan lensinde triptofan derivatifleri gibi
serbest UV filtreleri yasla beraber azalirken protein baghh UV filtreleri H2O2 gibi
peroksitleri iiretir. Serbest UV filtrelerin azalmasi ve lens proteinlerine baglanmasi,
lensi ilerleyici sekilde UV hasarina ve oksidasyona yatkin hale getirmektedir (Sekil 1.9)
(Berthoud ve Beyer, 2009).

Lens hiicrelerindeki enzimler, kristallinler ve saperonlar gibi proteinler oksidatif stres
ile modifiye, denatiire olur ve agregat olustururlar. Bu degisimler katarakt olusumu igin
yeterli ortam1 saglar (Berthoud ve Beyer, 2009).

1.8.1. ROS Uretim Sistemleri

Serbest radikaller ya da ROS, slperoksit anyon (O2), hidroksil radikalleri (OH) ve
H20- icerirler. TUm bu bilesenler katarakt olusumuna katkida bulunurlar. Bu bilesenler
arasinda OH, kiiciik olmas1 ve noétr olmasi nedeniyle reaktiflik durumu en yiiksek olan
radikaldir. H202 plazma membraninit kolaylikla gecebildigi igin lens diginda iiretilmesi
oksidatif stresin artmasina ve dolayisiyla katarakt olusumuna yol acabilmektedir. Akoz
himorda H202’nin normal konsantrasyonu 25-30 uM iken, katarakt hastalarinda bu

mitar yaklasik {i¢ kat1 kadar fazladir (Berthoud ve Beyer, 2009).

ROS hicre icindeki mitokondri, peroksizomlar ya da sitoplazma gibi cesitli
kompartimanlarda endojen olarak iiretilir. Lipoksigenazlar, NADPH oksidaz, sitokrom
P450 gibi enzimatik aktiviteler ya da mitokondri elektron transportu yoluyla normal
metabolik olaylarin bir sonucudur. ROS ayni zamanda H:O; ile metal iyonlarin

etkilesime girmesi ile de olusabilir (Berthoud ve Beyer, 2009).

NADPH oksidaz sistemi de ROS iiretimine katilabilir. Racl, Rac2, p22ph°X, p4QPhox,
p47Phox  p67P"%* oibi NADPH oksidaz kompleksinin farkli bilesenleri lens icinde
eksprese olurlar. Bu bilesenlerin yer aldigi kompleks yap1 fagositlerde karakterize
edilmistir. Aktif fagosit oksidaz kompleksi p40P"®, p47P"* p67P"%nin ve GTPaz
Rac’m p22P"% jle gp91P"*°nin (NADPH oksidaz katalitik bolgesi) sitozolden membran
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iligkili heterodimeri ile etkilesime girecegi yer olan plazmaya translokasyonu
neticesinde uyarilarak olusturulur. Aktif oksidaz oksijeni azaltmak ve superoksit
olusturmak i¢in elektronlari NADPH iizerinden transfer eder (Berthoud ve Beyer,
2009).

1.8.2. ROS Yikim Sistemleri

Lens fonksiyonel olarak 1s18in retina iizerine odaklanmasini saglamasindan dolayi
eksternal lokasyonda yer alir. Lensin bu yerlesimi onu oksidatif strese maruz
birakmaktadir. Ancak, lens enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar
icerdiginden, kendisini oksidatif sterse karsi korur ayni zamanda oksidatif hasara
ugramis hiicre bilesenlerini tamir eder. Enzimatik olmayan mekanizmalar yiiksek
konsantrasyonda askorbat, indirgenmis glutatyon (GSH), kristallinler ve serbest UV
filtrelerinden olusmaktadir (Berthoud ve Beyer, 2009).

Superoksit  dismutaz, katalaz ve peroksidazlar (glutatyon  pekrosidazlar,
peroksidoksinler, mikroperoksidazlar) ile ROS degrade olur. Superoksit dismutaz, Oz
nin H202’ye doniistimiinii katalizler. H2O2’yi substarat olarak kullanan katalaz enzimi
ya da glutatyon peroksidaz (GSHPx-1) tarafindan degrede olur. H2O2 enzimatik
olmayan yolla indirgenmis glutatyon tarafindan degrade edilir (Berthoud ve Beyer,
2009).

1.8.3. ROS ve Apoptoz

Oksidatif stres ROS iiretim ve yikim oranindaki dengesizlik nedeniyle oksidize olmus
bilesiklerin olusmasina karsilik gelir. Bu bilesenler hiicrede artis gosterdiginde
hlcrelerin bu bilesenler iizerindeki kontrol giicii azalmaya baglar. Neticede oksidatif
stres oldukca vyikselir ve hiicrede apoptoz tetiklenmis olur. Lens gelisimi ve
patolojisinde apoptozun dnemli bir yeri vardir. Hiicresel stres faktorleri ya da apoptoz
yolaginin aktivatorlerinden olan H2O2’nin lens epitel hticrelerinin 6lumiine neden

olabilecegi gosterilmistir.
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Sekil 1.12 H20. ve apoptoz (Marzo ve ark., 2018).

Ara baglant1 proteinlerinin izleyici etkisi nedeniyle apoptoz sinyalini artirabilmektedir.
Ancak, ara baglanti proteinlerinin protein kinaz C bagli kapanmalarinin hiicrenin
hayatta kalmasi ile iligkili olabilecegi 6ne surtilmektedir. Ciinkii indiiklenmis bu kapama
apoptotik sinyallerin hiicre i¢ine gecisini engelleyebilir. PKC nin H20; ile aktiflegsmesi
ya apoptotik sinyalleri {iretir ya da bu kanallarin kapanmasina yol agabilir (Berthoud ve
Beyer, 2009).

1.9. Yasa Bagh Katarakt ve Apoptoz

Hem epidemiyolojik hem de deneysel ¢alismalarda oksidatif stres, UV 151ma ve anormal
kalsiyum metabolizmasi gibi ¢ok sayida faktoriin yasa bagl kataraktin olusumuna
neden oldugu gosterilmektedir. Stres faktorleri, lens epitel hiicrelerinin apoptoza
girmesine neden olarak, lens fiber hiicreleri tzerindeki epitel hicre kontrolliinin
kaybolmasina ve katarakt olusumuna yol agmaktadir. Yasa bagli kataraktin olusumunda

epitel hiicrelerin stres kaynakli apoptoza ugramasi genel bir mekanizma olarak

bilinmektedir (Zhang ve Yan, 2010).

Lens epitel hiicrelerinin gesitli stres faktorleri ile ger¢eklesen apoptozu, katarakt
olusumu i¢in genel bir mekanizmadir. Lens epitel hiicrelerinin UV 1s1mnimi indiiklii P53

bagimli apoptozu ilk olarak Soderberg’in laboratuvarinda yapilan ¢alismalar ile

34



gosterilmistir. Ratlarda gelisen kortikal kataraktin UV 1g1n1im1 nedeniyle olustuguna dair

ilk kanit olarak literatiirdeki yerini almaktadir (Michael ve Vrensen, 1998; Ayala, 2007).

Hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalar ile katarakt olusumunun baslangicinda ve
ilerlemesinde stresin apoptozu uyardigi sonucuna varilmistir. Katarakt hastalarinda
yapilan ¢aligmalarda da bu sonuglar dogrulanmigtir. Lens epitel hiicre sayisinin
yaglanma ile ters orantili oldugu gosterilmistir. Bireyin yasinin ilerlemesiyle beraber

lens epitel dokusunun yogunlugunun azaldigi bulunmustur (Zhang ve Yan, 2010).
1.9.1. Katarakt Gelisimini Baslatan Apoptoz Mekanizmalari

Stresle uyarilan lens epitel hiicrelerinin apoptozu farkli mekanizmalar ile katarakt
olusumunu baslatir. Ilk olarak, lens epitel hiicre 6liimii lensin genel biiyiimesini sekteye
ugratir. Boylelikle, kataraktli lensin kalinhigina etki ederek diisiikk sayidaki epitel
hiicreler iceren bir yapmin olusmasi saglanir. Ikinci olarak, epitel hiicrelerin fiber
hiicreleri iizerindeki homeostatik diizenleyici kontrollerinde kayip meydana gelir
boylelikle lens fiber hiicrelerin saydamlik ve biitiinliigli bozulur. Hasarli epitel
hiicrelerden kalsiyum salinimi olusur. Salinan kalsiyum fiber hiicrelerine gectiginde
hlicresel sistein proteaz kalpainler ya da kaspazlar aktive olurlar. Bu aktivasyon ise
hicre iskeleti komponentleri ve lens kristallinlerini degrade ederler. Tim bu zincirleme
olaylar, kortikal ve niikleer katarakta neden olan dokuya elektrotlarin ve su aliminin

artmasi ile birlikte kristallin agregatlarin olusmasina yol agar (Zhang ve Yan, 2010).
1.9.2. Lens Apoptotik Regulatorleri

Hicre 6limu sinyali, sitoplazmik membranda yer alan 6lim reseptorleri yoluyla iletilir.
Spesifik bir 6liim reseptoriine baglanan ligand FADD, TRADD ya da diger iligkili
bilesenleri aktive ederek prokaspaz-8 ve diger asagi yondeki kaspazlarin aktive
olmasina neden olur. Hiicre 6liimiiniin bu yolla iletilmesine ekstrinsik 6liim yolag1 adi
verilir (Ashkenazi ve Dixit, 1999). Diger yandan, oksidatif stres gibi faktorler nedeniyle
6lum sinyali Bcl-2 ailesinin tiyeleri tarafindan aktarilarak hiicre iginde gergeklesebilir.
Hicre 6limdnun bu yolla iletilmesine ise intrinsik 6liim yolagi adi verilir (Gross ve
ark., 1999). Hem intrinsik hem de ekstrinsik yolaklar lens iginde aktif sekilde rol

almaktadir.
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P53 tiimor baskilayict proteini apoptoz regiilatorii olarak gorev yapar. Apaf-1, Bcl-2,
Bax, Bak, DRS5, Fas ve diger apoptoz iligkili genlerin transkripsiyonel regiilasyonunda
gorev alir ya da Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik iiyeleri ile etkilesime geger. P53 tiimor
baskilayict proteini lensin ¢esitli kisimlarinda diisiik miktarda eksprese olur. oB-
kristallin geni baskilandiginda P53 seviyesinde artis oldugu hayvan modellerinde
yapilan g¢alismalarda gézlenmistir. Mutant transkripsiyon koaktivatorleri ve 6nemli
transkripsiyon faktorlerinin baskinlanmast gibi durumlar s6z konusu oldugunda
gelismekte olan fare lensinin hem p53 hem de p53°ten bagimsiz diger yolaklar araciligi
ile apoptoza ugradigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda lens epitel hiicrelerinde p53 proteini
proapoptotik Bak proteinini regile etmektedir. P53-Bak yolagimin hem lens apoptozu

hem de farklilagmast {izerine etkin bir rolii vardir (Zhang ve Yan, 2010).
1.9.2.1. Lens Intrinsik Apoptotik Yolag

Bcl-2 ailesinin Uyeleri intrinsik apoptotik yolagin anahtar elemanlaridir. Bcl-2 ailesinin
Bcl-2, Bax, Bad ve Bcl-x(s/l) gibi tiyeleri civciv lensinde tespit edilmistir. Okadaik asit
ile serin/treonin protein fosfataz-1 inhibisyonunun tavsan lens epitel hiicrelerinde
apoptozu aktive ettigi goriilmiistiir. Bircok c¢alismada lens epitel hiicreleri TGFp, E2F1
ve E2F2 over eskpresyonu, mitomisin C, interferon gamma, UV 1s1nimi gibi farkli stres
faktorleri ile muamele edilmistir. Tiim bu ajanlar Bcl-2 ekspresyonunu azaltirken Bax
ekspresyonunu artirmigtir. Lens epitel hiicre apoptozu ile iliskili olan insan polar
kataraktinda Bcl-2 mRNA ve proteininin 6nemli dl¢iide azaldigi goriilmiistiir. Diger
taraftan, bFGF ile baskilanmig apoptozun, serum noksanligi ve Bcl-2’nin
ekspresyonunun artmasiyla uyarildigi goriilmiistiir. Bcl-2’nin  over ekspresyon
durumunun, hiicre farklilagmasina aracilik eden sinyal yolaklari ile iligkili oldugu civciv
ve farelerde kanmitlanmigtir. Bcl-2, Bax ve Bcl-X apoptotik proteinlerinin lens
farklilasmasinda yer almasindan dolay1 ayni1 zamanda apoptotik olmayan rollere sahip
olduklar1 bildirilmektedir (Zhang ve Yan, 2010). Bcl-2 proteininin apoptoz ve
farklilagsma {lizerine etkisine ek olarak, lens epitel hiicrelerinde gen ekspresyonunu
duzenlemektedir. Bcl-2 lens epitel hiicrelerinde over eksprese oldugunda oksidatif stres

indiiklii apoptoza kars1 zayif bir koruma yetenegi sergilemektedir (Mao ve ark., 2001).

Intrinsik hiicre 6liimii yolagi mitokondride aktive olduktan sonra sinyal kaspaz 9 ve

devaminda kaspaz 3’iin aktive olmasi i¢in apoptozoma iletilir. Aktif kaspazlar, stresle

36



indiiklenmis lens epitel hiicrelerinde ya da kiiltiire edilmis lens organinda meydana

gelen apoptoz sirasinda gézlenmistir (Zhang ve Yan, 2010).
1.9.2.2. Lens Ekstrinsik Apoptotik Yolag:

Ekstrinsik apoptotik yolak ilk olarak kiiltiire edilmis insan lens epitel hiicrelerinde
calistlmistir. Mitomisin C, in vitro olarak insan lens epitel hiicrelerine uygulanarak
apoptoz indiiklenmistir. Fas, TRAMP, TRAII-R2 ve TRAILR3 proteinleri apoptozun
gerceklesmesinde etkin olan proteinlerdir. Kiiltiire edilmis HLE-B3 hicreleri 4-
hidroksinonenal ile indiiklendiginde apoptoz Fas proteinine bagli olarak gelisir. Fas
gecisli apoptoz diyabetik retinopati nedeniyle gelisen katarakt vakalarinda tespit
edilmistir. Bu tip apoptoz hem primer kultlre edilen lens epitel hiicrelerinde hem de
HLE-B3 hiicre hatlarinda kollojen IV ile inhibe edilebilmektedir (Zhang ve Yan, 2010).

Yasa bagl Katarakt g6z lensinin yasla birlikte saydamligin1 kaybetmesidir. Bu kayip
pek cok farkli etkene dayanmaktadir. Bunlar iginde ROS varligi dikkate deger bir
bilesendir. ROS varliginda lens hiicrelerinin apoptoza yoneldigi bilinmektedir. CUL4B
proliferasyon ve apoptoz gibi pek ¢ok farkli molekiler yolakta ve bu yolaklar ile
baglantili hastaliklarda calisilmig ibikiitin - ligaz kompleksinin  bir iyesidir.
Calismamizda CUL4B’nin apoptoz prosesindeki Onemli rolii nedeniyle, yasa bagl
katarakt gelisimindeki etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu baglamda
caligmamiz katarakt hastaligi ile CUL4B geni ile katarakt hastaliginin iliskisini

inceleyen ilk c¢alismadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Aragtirmamiza dahil edilen vakalarin tiim inceleme ve degerlendirmeleri
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun
03.08.2018 tarih ve 2018/8-196 numarali onayiyla; Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik ve G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan

gergeklestirilmistir.

Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Géz Hastaliklar1 poliklinigine Eyliil 2018
tarihinden itibaren bagvuran, anamnez ve fizik muayenesi ile yasa bagl katarakt tanisi

konulan 47 vaka calismaya dahi edilmistir.
Olgu secimlerinde;

e Yasa bagl katarakt tanis1 almis olmak,

e Katarakt nedeniyle az goriiyor olmak,

e 60 yas Uzeri ve 90 yasindan kiiglik olmak kriterleri aranmistir.
Calismada dislama kriteri ise;

e Daha 6nce intraokuler cerrahi geciren vakalar

e Okdiler inflamasyonu olan vakalar

e Okiler travma geciren vakalar

e Sistemik veya topikal steroid kullanan vakalar

e Konjenital katarakt toksik katarakt yapma potanisyeli olan ila¢ kullanimi

(fenotiazinler, kolinerjikler, trankilizanlar, fotosensitif ilaclar, diretikler)
e G0z Uzerine radyoterapi alan vakalar

e Diyabet hastas1 olan bireyler dahil edilmemistir.
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Fakoemiilsifikasyon islemi Oncesi lens 6n yiiziinde bulunan anteiér lens kapsiili ek
miidahele olmaksizin rutin cerrahi islem sirasinda ¢ikarilarak dikkatli bir sekilde RPMI-
1640 besi ortamu igerisine alindi. Calisma grubu olarak yasa bagh katarakt tanisi almis
47 vakanin lens kapsiilii, kontrol grubu olarak ise HLE-B3 lens epitel hiicre hatti

kullanilmistir.

Calismamizda, yasa bagl katarakt tanisi almis hastalarin fakoemiilsifikasyon islemi
sirasinda  ¢ikartilan lens Kkapsiilleri ile kontrol hiicre grubu arasinda CUL4B
ekpresyonunu degerlendirdik. HLE-B3 lens epitel hiicre hattinda H2O2 uygulamasini
takiben olusan CUL4B ekpresyon degisimini degerlendirdik. Bu verilerden yola ¢ikarak
HLE-B3 lens epitel hiicre hattinda SIRNA ile CUL4B ekspresyonunu baskiladik.

Sectigimiz apoptotik markirlar ile CUL4B nin apoptoz siirecine olan etkisini gosterdik.
2.1. Kullanilan Cihazlar

e Karbondioksitli etliv (Thermo Scientific)

e Homojenizatdr (Sonics)

e Laminar flow (Metis)

e PCR cihaz1 (SenQuest)

e Inverted mikroskop (Leica)

e RotorGene Real Time PCR cihaz1 (Qiagen)
e Kemiliminesans goruntileme (Bio-rad)

e  Spektrofotometre (Thermo Scientific)

e Vorteks (Biosan)

e  Kuru sitici blok (Stuart)

e Sogutmali santrifiij (Thermo Scientific)

e  Spin vorteks (Biosan)

e  Mikropipet takimi1 (Thermo Scientific)

e Derin dondurucu -20°C (Argelik)

e  Derin dondurucu -80°C (Thermo Scientific)
e +4°C sogutucu (Argelik)

e  Vakum cihazi (Integra)
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2.2. Kullanilan Kimyasallar

e Besiyeri EMEM (Biological industries)

e Besiyeri RPMI (Biological industries)

e Fetal Bovine Serum (Biological industries)

e  Penisilin/Streptomisin antibiyotik (Biological industries)
e L-Glutamin (Biological industries)

e Tripsin-EDTA (Biological industries)

e  Primerler (CUL4B, ACTB) (Qiagen)

e Qiazol Isolation Reagent (Qiagen)

e  SyberGreen master mix (Qiagen)

e CcDNA sentez kiti (Qiagen)

e Hidrojen peroksit (Sigma-Aldrich)

e 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirti kab1 (Corning)

e 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabi (Corning)

e 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kab1 (Corning)

e T-25flask (Corning)

e WST-1 testi (Roche)

e BCA testi (Thermo Scientific)

e RIPA solisyonu (Cell Signaling Technology)
e CULA4B antikor (Abcam)

e  [(-Aktin antikor (Cell Signaling Technology)
e Bcl-2 antikor (Cell Signaling Technology)

e Kaspaz 3 antikor (Cell Signaling Technology)
e Bax antikor (Cell Signaling Technology)

e Bid antikor (Cell Signaling Technology)

e Lipofektamin (Invitrogen)

e CUL4B siRNA (Ambion)

e Negatif kontrol sSiRNA (Ambion)

e CULA4B plazmid vektor (Origene)

e Negatif kontrol plazmid vektor (Origene)
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2.3. Yontemler
2.3.1. Anterior Lens Kapsiilii Orneklerinden RNA izolasyonu

Anterior lens kapsull 6rneklerinden RNA eldesi Qiazol Lysis Reagent (Qiagen,
Almanya; Kat. No: 79306) ve RNA Clean & Concentrator™-5 (Zymo Research, CA,
USA) kullanarak asagida belirtilen tiretici firmanin protokolii uygulanarak yapildi.

1. Kultlre edilen Anterior Lens epitel hicrelerinin Gzerine bir ml Qiazol Lysis
Reagent uygulanarak, oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonunda pargalanmis hiicre icerigi iki ml santrifiij tiiplerine alindi.
Uzerine 0,2 ml kloroform eklenerek 15 saniye vorteks yapilarak oda 1sisinda (i¢ dakika
inkube edildi.

3. 4°C de 12.000xg de 15 dakika santrifuj edildi.

4. Santrifiij sonunda iisteki renksiz akdz faz ayri bir 1,5 ml santrifijj tiipiine alindu.
Uzerine akéz fazin miktar1 kadar %95-100 etanol ilave edildi.

5. Karisim Zymo-Spin™ IC Column igine alindi ve oda 1sisinda 15.000xg de bir
dakika santrifuj edildi.

6. Spin column ayr1 bir toplama kabina yerlestirildi ve tizerine 400 pul RNA prep
buffer ilave edildi. Oda 1s1sinda 15.000xg de 1 dakika santrifij edildi.

7. Spin column ayr1 bir toplama kabina yerlestirildi ve tizerine 700 pl RNA Wash
buffer ilave edildi. Oda 1s1sinda 15.000xg de 2 dakika santrifij edildi.

8. Spin column Gzerine 12 pl nuclease-free H20 eklendi.

9. RNA miktarm1 tayin etmek i¢in NanoDrop ND-1000 spektrofotometre
kullanildi.

10.  RNA ornekleri -80°C de saklandi.

2.3.2. HLE-B3 Hiicre Hattindan RNA izolasyonu

Lens epitel hiicre 6rneklerinden RNA eldesi Qiazol Lysis Reagent (Qiagen, Almanya;

Kat. No: 79306) kullanarak asagida belirtilen iiretici firmanin protokolii uygulandi.

1. Kultire edilen Anteriér Lens epitel hucrelerinin zerine bir ml Qiazol Lysis

Reagent uygulanarak, oda 1sisinda bes dakika inkibe edildi.
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2. Inkiibasyon sonunda pargalanmis hiicre icerigi iki ml santrifiij tiiplerine alind1.
Uzerine 0,2 ml kloroform eklenerek 15 saniye vorteks yapilarak oda 1sisinda Ui¢ dakika
inkibe edildi.

3. 4°C de 12.000xg’de 15 dakika santriftyj edildi.

4. Santrifiij sonunda iisteki renksiz akoz faz 1.5 ml santrifiij tlipiine alindi. Akoz
fazin tizerine 0,5 ml izopropil alkol eklenerek oda 1sisinda 10 dakika inkibe edildi.

5. 4°C de 12.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirildi.

6. Bir ml %75’lik DEPC-treated etanol eklenerek 4°C’de 7.500xg’de bes dakika
santrifuj edildi.

7. Stipernatant uzaklastirilarak RNA peleti kurumaya birakildi.

8. RNA peleti Gizerine 10 pl nuclease-free H20 eklendi.

9. RNA miktarm1 tayin etmek i¢in NanoDrop ND-1000 spektrofotometre
kullanildi.

10.  RNA ornekleri -80°C’de saklandi.

2.3.3 cDNA Sentezi

Farkli konsantrasyonlarda elde edilen RNA 6rneklerini cDNA’ya ¢evirmek igin, 500 pg
ile 1000 pg arasinda degisen miktarlarda RNA kullamlarak RT? HT First Strand cDNA
sentez kiti (Qiagen, Kat. No: 330411) ile iiretici firmanin asagida belirtilen protokolii
kullanildi.

1. Sekiz ul RNA o6rnegi iizerine iki pl Genomik DNA eleminasyon miksi 0,2 ml
PCR tuplerinin iginde pipetlendi.

2. On pl total karisim 42°C’de bes dakika PCR cihazinda inkiibe edildi.

3. On pl reverz-transkripsiyon miksi karigimin izerine eklendi.

4. Tup, 42°C’de 15 dakika hemen ardindan 95°C’de bes dakika PCR cihazinda
inkibe edildi.

5. Her ornek Gzerine 91 ul nuclease-free H>O eklendi.

6. Ornekler Real-Time PCR uygulamasina kadar -20°C’de saklandh.
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2.3.4 CUL4B ve ACTB Genlerinin qPCR ile ifadesinin Olgiilmesi

CUL4B genin mRNA kantitasyonunun belirlenmesi i¢in gqPCR yontemi kullanilarak
uygulama RotorGeneQ cihazinda yapildi. Uretici firmanin protokolii dogrultusunda
uygulama gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi asagidaki tabloya gore hazirlandi.
CUL4B gen ifadesinin normalizasyonu igin Beta-aktin (ACTB) geni kullanildi.

Tablo 2.1 CUL4B ve ACTB genleri icin gPCR reaksiyon miksi

Reaksiyon bileseni Miktar
RT2 SYBR Green Mastermix

_ 12,5 pl
(Qiagen, Kat. N0:330500)
cDNA 1l
RT2 gPCR Primer Assay 1l
Nuclease-free H.O 10,5 ul
Toplam miktar 25 ul

Tablo 2.2 CUL4B ve ACTB genlerine ait dizi bilgileri ve RT2 gPCR Primer Assay
katalog numaralar1

Band Referans Katalog
Gen ad1 | RefSeq No )

uzunlugu pozisyonu* numarast
CUL4B | NM_003588.3 151 baz cifti | 845 PPHO00925E
ACTB |NM_001101 174 baz cifti |730 PPH00073G

*Referans pozisyonu ilgili RefSeq dizisinin baslangicina gére amplikon dizisi i¢inde yer

alan bir pozisyondur.

1. RT2 SYBR Green Mastermix (Qiagen, Kat. N0:330500), RT2 gPCR Primer Assay
ve cDNA kullanilmadan 6nce kisaca santrifiij edildi.

2. PCR bilesenleri Tablo 2.1’de belirtilen miktarlarda hazirlanarak 0,2 ml PCR
tlplerine pipetlendi.

3. PCR iiriinleri kisa bir santrifiijiin ardindan, tablo 2.3’de gosterilen PCR sartlari
dogrultusunda RotorGeneQ cihazina yiiklendi.
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Tablo 2.3 CUL4B ve ACTB gen ifadelerinin tespiti i¢in kullanilan Real Time PCR
programi

Dongu | Slre Sicaklik

. 10
dakika [95°C
15

45 )
saniye |95°C

1 dakika | 60°C

Erime Egrisi

4. CULA4B ve ACTB genleri i¢in threshold cycle (CT) degerleri belirlendi. CUL4B gen
ifadesi, ACTB geni ifade dlizeyine gore normalize edildi.

5. CUL4B ve ACTB genlerinin CT degerleri excel dosyast olarak kaydedildi. CT
degerlerinin analizi, 2" metodu ile gergeklestirildi. Delta delta Ct (AACt) metodu

asagida ifade edilmistir.
ACt = Ct (CULA4B 06rnek) — Ct (ACTB 06rnek)
ACt = Ct (CUL4B kontrol) — Ct (ACTB kontrol)
AACt = ACt (6rnek)- ACt (kontrol)
Normalize olmus hedef genin ifade seviyesi = 224

6. Istatistiksel olarak 0,05’den kiigiik olan p degerleri anlamli olarak kabul edildi.

2.3.5. HLE-B3 Hucre Kultiru

1. HLE-B3 lens epitel hiicre hatt1 (ATCC® katalog no: CRL-11421) ATCC’den temin
edilmistir. %20 Fetal Bovin Serum iceren EMEM (Eagle’s Minimum Essential
Medium) besi yeri icerisinde %5 CO> ile nemlendirilmis 37°C’de ki etlivde kilture
edildi.

44



2. HLE-B3 hicreleri %70-80 konfluent oldugunda Phosphate Buffered Saline (PBS)
ile yikanarak, %0,25 (w/v) Tripsin-0,53mM EDTA soliisyonu ile 60 saniye inkibe
edildi.

3. Flask yizeyinden kalkan hucreler tGzerine EMEM besi yeri ilave edilerek tripsin
inaktivasyonu saglandi.

4. Hucreler 125g°de on dakika santrifiij edildi. Siipernatant atilarak 1 ml %1 FBS
iceren EMEM besi yeri ilave edilerek pipetleme ile hiicreler homojenize edildi.

5. On pl hiicre stispansiyonu ve on ul Trypan Blue Dye 0,2 ml pcr tiipiinde karigtirildi.
Counting Slide tizerine yiikleme yapilarak cell counter cihazinda Olglim
gerceklestirildi.

6. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina kuyucuk basma 1 x 10* hiicre gelecek sekilde
%1 FBS iceren EMEM besi ortaminda ekim gerceklestirildi.

7. HLE-B3 hcreleri, %5 CO: ile nemlendirilmis 37°C’de ki inkubatorde yiizeye

tutunmalari i¢in 24 saat inkiibe edildi.
2.3.6. H202 Uygulamasi

1. 9,8 Molar Hidrojen Peroksit solisyonu (Almanya, H1009-5ML) c¢ozlcl olarak
fosfat tamponlu salin iginde dilte edildi.

2. On milimolar ve bir milimolar konsantrasyonlarda H>O. elde edildi.

3. 25 um 50 pm, 100 um, 150 pm, 200 pum, 250 pm, 300 pm, 350 um, 400 pm, 450
pum ve 500 um konsantrasyonlarda H>O, HLE-B3 hiicrelerine uygulanarak 24, 48 ve

72 saat inkiibe edildi. Deney an az ug¢ kez tekrar edildi.
2.3.7. WST Testi

1. Ornek basma 100 pl fenol red igermeyen RPMI-1640 ve on pl cell proliferation
Reagent WST-1 (Roche, Almanya) karsim1 hazirlandi.

2. H2Ozigeren besi yeri uzaklastirilarak, hazirlanan karisim kuyulara uygulandi.

3. %5 COs ile nemlendirilmis 37°C’deki inklbatorde iki saat inkube edildi.

4. Inkiibasyon sonunda Muitiskan Go cihazinda (Thermo Scientific, ABD) 450 nm
dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢cliim gerceklestirildi.
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5. Elde edilen datalar ile lowess egrisi ¢izildi ve yart maksimum inhibitor
konsantrasyon ICso degerleri 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri igin ayr1 ayri

hesaplandi.
2.3.8. HLE-B3 Hiicrelerinden Protein izolasyonu

HLE-B3 hiicreleri 24 saat i¢in kontrol 6rnegi ile 250 um, 48 saat i¢in kontrol drnegi 200
um ve 72 saat igin kontrol 6rnegi ile 100 um olmak iizere her kiiltiirde 7x10° hiicre
olacak sekilde 100 mm petri kaplarina ekim yapildi. Hiicreler %70 yogunluga eristikleri
zaman yukarida konsantrasyonlarda ve siirelerde H20O, uygulamasi gergeklestirildi.
Inkiibasyon siiresinin sonucunda asagidaki adimlar izlenerek protein izolasyonu

gerceklestirildi.

1. 34,84 mg PMSF (fenilmetilsulfonil flortr) bir ml izopropil alkol i¢inde ¢ozduralda.
500 pl lizis buffer icerisine 2,5 ul izopropil alkol icinde hazilanan fenil metil
stlfonil florid (PMSF) c¢ozeltisi eklendi. Karisim miktar1 protein izolasyonunda
kullanilacak 6rnek miktarina gore ayarlandi.

2. H20: iceren besi ortami1 uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile yikandi.

3. Hiicre kaziyici ile hiicreler petrinin yilizeyinden kazindi.

4. Hicrelerin iizerine EMEM besi ortami eklenerek hiicreler 15 ml santrifij tlplerine
alindi.

5. 1500 rpm’de on dakika santrifuj edildi.

6. Besi ortami uzaklastirildi. Her 6rnek i¢in hazilanmig olan 500 pl lizis soliisyonu
eklendi.

7. Buz lzerinde 6rnekler 30 dakika inkube edildi.

8. Her 6rnek hiicrelerin ve hiicre yapilarin pargalanmasi i¢in Sonikasyon cihazinda
(Sonics & Materials, USA) 15 saniye homojenize edildi.

9. Ornekler 14500 rpm’de 15 dakika santrifilj edilerek stipernatant yeni bir tiipe
aktarildi.
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2.3.9. BCA Kiti ile Protein Miktar Tayini

BCA protein assay kit (Thermo scientific) ile asagidaki adimlar takip edilerek izole

edilen proteinlerin kolorometrik tespiti ve kantifikasyonu gerceklestirildi.

1. Her 6rnek igin, Reagent A sollsyonundan 200 pl ve Reagent B sollisyonundan dort
ul alinarak karisim elde edildi.

96 kuyucukKlu kiiltiir kaplarina elde edilen karigim uygulandi.

25 pl protein 6rnegi ve albiimin standartlart karisimin tizerine uygulandi.

37°C’deki etiivde 30 dakika inkiibe edildi.

Thermo Scientific Muitiskan Go cihazinda (Thermo scientific) 562 nm dalga

o B~ w0 DD

boyunda spektrofotometrik 6lgiim gerceklestirildi.
2.3.10. Western Blotlama

HLE-B3 hiicrelerinden elde edilen total proteinlerin degerlendirilmesi i¢in western

blotlama yontemi kullanilmistir.

a) Jele yiikleme ve running iglemi

1. Proteinlerin elektrik alanda ydratilmesi igin akrilamid jel tabloda verilen sekilde

2.

hazirlanmustir.
Tablo 2.4 Akrilamid jel icerigi.
Yikleme jel (%4) | Ayiric jel (%10)
ddH20 |3 ml 2ml
Akrilamid | 660 pl 1670 pl
1260 pl (0,5 M pH 1250 pl (1.5 M pH
Tris 6.8) 8.8)
%10 SDS |50 pl 50 pl
%10 APS |25 pl 25 pl
TEMED |5 ul 15 ul

Tablo 2.4 de belirtilen staking jel en son Amonyum persulfat (APS) ve

Tetrametiletilendiamin (TEMED) ilave edilerek camlar aras1 bosluga verildi.
3. Hava kabarciklarinin 6nlenmesi i¢in Biitanol ilave edildi.
4. Jelin donmasi igin 40-60 dakika aras1 beklendi.

5. Butanol bosaltild1 ve kurutma kagidi ile kalan biitanol tamamen uzaklastirildi.
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6. Seperating jel en son APS ve TEMED ilave edilerek camlar arasi bosluga
verildi.
7. Tarak yerlestirilir. 30-45 dakika beklendi.

8. Camlar, kisa cam i¢ tarafa bacak sekilde running aparatina, running aparatida
tanka yerlestirildi.
9. Inner chamber running buffer ile doldurularak, tarak ¢ikarildi.

10.  Diliie edilmis ornekler 1x loading buffer ile esitlendi. Her 6rnege 1:1 oraninda
2x loading buffer ilave edilerek 95°C’de bes dakika inkiibe edilir.

11.  Markar ve ornekler jele yiiklenir.

12. 150 Volt’da 90 dakika elektroforez islemi gergeklestirildi.

b) Transfer islemi

1 Running aparati agilarak camlar aparat yardimu ile agildi.

2 Jel beyaz filtre lizerine yerlestirildi.

3. Jelin agikta kalan ylziine PVDF membran yerlestirildi.

4 PVDF membran tzerine beyaz filtre yerlestirildi.

5 Beyaz filtreler arasinda ki jel ve membranlar siingerler arasina alinarak sandvige
yerlestirildi.

6. Sandvig transfer kasetine takildi.

7. 250 mA’de iki saat transfer islemi gergeklestirildi.

c) Antikor uygulama ve goéruntileme

1. Transferden ¢ikan membran iki defa bes dakika TBST ile ¢alkalayici ile yikandi.
2. 0,5 gr yagsiz siit tozu on ml TBST igerisinde karigtirilarak membran {izerine iKi
saat boyunca bloklama uygulandi.

3. Bloklama soliisyonu uzaklastirilarak, membran iki defa bes dakika TBST

yikandu.

4. 0,5 gr yagsiz siit tozu ve bes pl primer antikor on ml TBST igerisinde
cozduruldu.

5. Membran primer antikor ile 14-16 aras1 4°C’de inkiibasyona birakilir.

6. Inkiibasyon sonunda primer antikor uzaklastirilarak membran (¢ defa bes dakika
TBST ile yikanur.

7. 0,5 gr sut tozu ve bes pl sekonder antikor on ml TBST icerisinde ¢ozduruldi.

8. Membran sekonder antikor ile iki saat 4°C’de inkiibe edildi.
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9. Inkiibasyon sonunda sekonder antikor uzaklastirilarak membran l¢ defa bes
dakika TBST ile yikanda.

10.  Membran Uzerine bir ml Immobilon Crescendo Western HRP substrat
uygulanarak goriintiileme cihazina (Bio-Rad ChemiDoc MP, USA) yerlestirildi. Bes
dakika inktbasyon igin beklendi.

11.  Image lab versiyon 6.1 yazilimi ile goriintiileme gergeklestirildi.
2.3.11. siRNA Transfeksiyon Isleminin HLE-B3 Hiicrelerine Uygulanmasi

1. Liyofilize halde ki CUL4B genine ait 5 nM s532420, s532422, 16044 kodlu
silencer select siRNA’lar ve negatif kontrol siRNA (Thermo scientific) iceren tupler
kisaca santrifiij edildi.

2. 50 pL niikleaz free su kullanilarak siRNA konsantrasyonlart 100 pmol/pL
olacak sekilde stok hazirlandi ve alikotlanarak -20°C de saklandi.

3. On pmol/uL (10 uM) konsantransyonda kullanima hazir siRNA’lar alikotlanarak
-20°C de saklandh.

4, HLE-B3 hiicreleri 2’ser kontrol, siRNA CUL4B ve siRNA kontrol olmak (izere
her kiltiirde 1x10° hiicre olacak sekilde alt: kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekidi.

5. Dokuz pL Lipofectamine RNAIMAX Reagent’i, 150 uL Opti-MEM besi ortami
icinde dilue edildi.

6. 10 pM, 25 pM, 50 pM, 75 pM ve 100 uM CUL4B siRNA’lari, ayr1 ayr1 hiicre
kiiltiirti kuyularinda 150 puL Opti-MEM besi ortami iginde diliie edildi.

7. siRNA’lar ile lipit kompleksi 1:1 oraninda karigtirildi.

8. Karisim, oda 1sisinda bes dakika inkiibasyona birakildi.

9. %10 Fetal Bovin Serum iceren EMEM besi yeri HLE-B3 hiicrelerine uygulandi.
250 uL siRNA karisimi besi yeri Uzerine ilave edilerek %5 CO; ile nemlendirilmis
37°C de ki inklibatorde 24 saat inkube edildi.

10.  24. saat sonunda besi yeri uzaklastirilarak %10 Fetal Bovin Serum ve %1
100U/ml penisilin iceren EMEM hiicrelere uygulandi.

11. HLE-B3 hucreleri %5 CO; ile nemlendirilmis 37°C de ki inkiibatorde 48 saat
inkiibasyona birakild.
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2.3.12. istatistiksel Analiz Yontemleri

CUL4B ve ACTB gen ifade duzeylerindeki degisimler karsilastirilirken, t-test analiz
metodu kullanildi. H202’nin HLE-B3 hticrelerine olan etkisinin analizinde Tek Faktorlii
Varyans Analizi (One-Way Anova) metodu kullanildi. Yukarida belirtilen analiz
metodlart GraphPad Prism versiyon dokuz yazilimi tizerinden gergeklestirildi. Western
blotlama sonucunda elde edilen protein bantlarinin kantitasyonu imagej 1.52q yazilimi
ile hesapland: ve ifade diizeylerindeki degisimler i¢in t-test analiz metodu kullanildi. P

degerinin 0,05’ten kiiciik oldugu karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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3. BULGULAR

Calismaya dahil edilen, yaslar1 61-91 aralifinda degisen 47 katarakt hastasinin

demografik Ozellikleri tablo 3.1 de g0sterilmektedir. Vakalar, Lens Opasitesi

Siniflandirma Sistemine (LOCSIII) gore siniflandirilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.1 Vaka grubunun demografik dzellikleri

Degisken Yasa ba%l; katarakt
Yas, mean mean£SD | 72.5+8.72

Erkek (%) 26 (%55)

Kadm (%) 21 (%45)

Tablo 3.2 Vaka grubuna ait yasa bagli katarakt alt tipleri

Niikleer (N) | Kortikal (K) subig;g%rl'grr(m
0 10 i -
| 17 i .
I 16 i .
I 4 14 i
W, i 2% i
v i 8 .

3.1. CUL4B Ifade Diizeyinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

CULA4B gen ifadesi katarakt hastalarindan alinan anteridr lens kapsiillerinden elde edelin
HLE-B3 hicrelerinden, H20: HLE-B3
hicrelerinden CUL4B siRNA ile muamele edilmis HLE-B3 hicrelerinden edilen

epitel hicrelerinden, muamele edilmis
orneklerin, normalizasyon referans gen olarak secilen ACTB genine gore yapilmistir.
Kantitatif PCR reaksiyonu RotorGeneQ cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Orneklerin

kantitasyonu, 6zgiil olmayan belirleme sistemi SYBR green boyas1 kullanilarak yapildi.
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Esik Degeri

Sekil 3.1 CUL4B ve ACTB genlerine ait kantitatif amplifikasyon egrileri. Dikey eksende
floresan sinyali, yatay eksende qPCR dongii sayilari ve CT (esik degeri) yer almaktadir.

Kantitatif PCR ile elde edilen CUL4B ve ACTB genlerine ait amplifikasyon egrileri
sekil 3.1 de gosterilmistir. CUL4B geninin ACTB genine gore normalize edilmis ifadesi
AACt metodu ile hesaplandi. Reaksiyonda amplifiye olan 6rneklerden CT degerleri daha
kiiciik olanlar goreceli olarak diger oOrneklere gore daha yiiksek oranda temsil
edilmektedir. CUL4B ve ACTB genlerinin ifade dlzeylerinin belirlenmesinde,
primerlerin baglanmasi ile olusan {riinlerle dogru orantili olarak floresan 1s1ma artig
gostermektedir. Erime Egrisi sayesinde CUL4B ve ACTB genlerine ait
amplifikasyonlarin gergeklestigi sekil 3.2 de gosterilmistir.

Sekil 3.2 CUL4B ve ACTB genlerine ait Erime Egrileri. Dikey eksende floresan sinyali,
yatay eksende ise Ilgili genlere ait Erime Egrisi °C derece cinsinden yer almaktadur.

52



3.1.1. Anterior Lens Kapsiil Orneklerinde CUL4B mRNA ifadesinin Kantitatif

Olarak Belirlenmesi

Anterior lens kapsil ornekleri ve HLE-B3 hiicre hattindan elde edilen epitel
hicrelerindeki CUL4B gen ifadesi degerlendirilmistir. 47 anterior lens kapsiil
orneklerinin tamaminda CUL4B gen ifadesi, HLE-B3 hucrelerine gore 0,84 kat
seviyesinde (****p<0,001) azalis gostermistir.

*kkk

2.0

Rolatif mRNA ifadesi
(CUL4B/ACTB)
=
|

1
Vaka Grubu HLE-B3

Sekil 3.3. Anterior lens kapsul 6rnekleri ve HLE-B3 hiicrelerindeki RT-gPCR ile tespit
edilmis CUL4B mRNA ifadesi gosterilmistir. Gen ifadesi ACTB (B-Actin) genine gore
normalize edilmistir. Sonuglarin analizi i¢in student t testi kullanilmistir. Sonuglarin
yayilimt i¢in, ortanca deger ve standart sapma (mean + SD) kullanilmistir. Her nokta {i¢
qPCR reaksiyonunun ortalamasini temsil etmektedir. ****p<0,0001.

3.2. H202 ile Muamele Edilmis HLE-B3 Hiicrelerinin Canlihgmm WST-1 ile

Belirlenmesi

HLE-B3 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda H202’ye (25-500 uM) maruz birakilmistir.
Hicreler 24, 48 ve 72 saat %5 CO; ile nemlendirilmis 37°C’de ki etlv igerisinde inkiibe
edildi. 1Cso degerleri; sirasiyla 24 saat igin 248,223 £ 6,228 umol/l, 48 saat icin 201,331
+ 1,027 pmol/l ve 72 saat igin ise 103,122 + 7,497 pmol/l konsantrasyonlarda elde
edilmistir. Boylelikle elden edilen bu konsantrasyonlar CUL4B gen ifadesinin hem RT-
gPCR ile mRNA dizeyinde hem de immdinoblotlama ile protein seviyesinde

belirlenmesi igin secildi.
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Sekil 3.4 25-500 pmol/l H20; ile muamele edilmis HLE-B3 hiicre hattinin WST-1 ile
canliliginin Olgiilmesi. A) 24, 48 ve 72 saat H»O» uygulamalar ¢izgi grafik ile
gosterilmistir. B) 1Cso degerleri siitun grafik ile ifade edilmistir. Sonuglarin analizi igin
One Way Anova (tek yonlii varyans analizi) testi kullanilmis ve gruplar arasindaki fark
tukey testi ile belirlenmistir. Sonuglarin yayilimi i¢in, ortanca deger ve standart sapma
(mean + SD) kullanmilmistir. *p<0,05, ***p<0,001.

3.3. H202 Muamele Edilmis HLE-B3 Huicrelerindeki CUL4B mRNA ifadesinin

Kantitatif Olarak Belirlenmesi

H202 muamele edilmis HLE-B3 hiicre hattinda, CUL4B gen ifadesi degerlendirilmistir.
CUL4B gen ifadesi, HLE-B3 kontrol hiicrelerine gore; 24 saat H.O, muamelesi icin
0,58 kat (*p<0,05), 48 saat icin 0,4 kat ve 72 saat igin ise 0,5 kat azalig gostermistir. 24
saat 250 pmol/l H202 muamele edilmis HLE-B3 hiicre hattinda CUL4B gen ifadesinin
azalig1 anlamli bulunurken (*p<0,05), 48 saat 200 pumol/l H2O2 ve 72 saat 100 pumol/Il
H20:> ile muamele edilmis HLE-B3 hiicre hatlarinda CUL4B ifadesinin azalis1 anlamli

bulunmamastir.

-
a
]

-
o
1

o
(3
]

Rolatif mRNA ifadesi
(CUL4B/ACTB)

0.0-

| |
K250 pM  K200pM K100 pM
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Sekil 3.5 24 saat 250 pmol/l H20., 48 saat 200 pumol/l H202 ve 72 saat 100 pmol/l H20-
ile muamele edilmis HLE-B3 hiicrelerindeki RT-qgPCR ile CUL4B mRNA ifadesi
gosterilmistir. Sonuclarin analizi i¢in student t testi kullanilmistir. Sonuglarin yayilimi
icin, ortanca deger ve standart sapma (mean + SD) kullanilmistir. Her siitun en az ii¢
gPCR reaksiyonunu temsil etmektedir. K: Kontrol, *p<0,05

3.4. CUL4B siRNA’lar Ile Muamele Edilmis HLE-B3 Hucrelerindeki CUL4B
MRNA ifadesinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

CUL4B siRNA ile muamele edilmis HLE-B3 hiicreleri, Negatif Kontrol siRNA ile
muamele edilmis HLE-B3 hicreleri ve HLE-B3 hiicre hattindaki CUL4B gen ifadesi

degerlendirilmistir.

CUL4B genine ait bes nM s532420, 532422, 16044 kodlu silencer select siRNA’lar
havuzlama yontemi ile HLE-B3 hiicrelerine uygulanmistir. CUL4B genini baskilanmasi
icin en verimli konsantrasyon 25 nM olarak tespit edilmistir. Negatif Kontrol siRNA da
25 nM olarak uygulanmistir. CUL4B siRNA uygulanmis hiicrelerde CUL4B mMRNA
ifade diizeyi kontrol siRNA uygulanmis hiicreler ve HLE-B3 hiicrelerine gore 0,85 kat
(**p<0,01) azalis gostermistir.

%k

1.5

0.5

Rolatif mRNA ifadesi
(CUL4B/ACTB)

0.0-
K si-NK  si-CUL4B

Sekil 3.6 HLE-B3 hiicre hatt1, kontrol siRNA ve CUL4B siRNA 6rneklerinin RT-qgPCR
ile CUL4B mRNA ifadesi gosterilmistir. Sonuglarin analizi i¢in One Way Anova (tek
yonli varyans analizi) testi kullanilmis ve kontrol grubu ve diger gruplar arasindaki fark
dunnett testi ile belirlenmistir. Sonuglarin yayilimi i¢in, ortanca deger ve standart sapma

(mean £ SD) kullanilmistir. Her siitun en az ii¢c qPCR reaksiyonunu temsil etmektedir.
K: Kontrol, si-NK: Negatif Kontrol siRNA, si-CUL4B: siRNA CUL4B. **p<0,01.
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3.5. H202 Muamele Edilmis HLE-B3 Hiicrelerindeki CUL4B Protein ifadesinin

Kantitatif Olarak Belirlenmesi

H20. ile muamele edilmis HLE-B3 hiicre hattinda, CUL4B protein ifadesi western
blotlama ile degerlendirilmistir. 24 saat i¢in 250 pmol/l H2O», 48 saat igin 200 pumol/l
H20- ve 72 saat i¢in 100 pmol/l H2O2 uygulanmistir. CUL4B protein ifadesi, tim H>O>
konsantrasyonlarda azalis gostermistir. 48 saat 200 pmol/l H2O2 ve 72 saat 100 pmol/l
H20> ile muamele edilmis HLE-B3 hiicre hatlarindaki CUL4B protein ifadesinin azalisi
istatistiki olarak anlamli bulunurken (*p<0,05), 24 saat 250 pmol/l H.O2 uygulamasi

icin CUL4B protein ifadesinin azalis1 anlamli bulunmamustir.

NK 250 uM NK 200 pM NK 100 pM
CUL4B S8 =5 B & s o
B-AKtN - - — T —

1.5

*k k%

1.0+

Rolatif CUL4B ifadesi

0.0

I |
K250 yM K 200 pM K 100 pM

Sekil 3.7 24 saat 250 pmol/l H202, 48 saat 200 pmol/l H202 ve 72 saat 100 umol/l H20-
ile muamele edilmis HLE-B3 hucrelerindeki western blotlama ile CUL4B protein
ifadesi gosterilmistir. Sonuglarin analizi i¢in student t testi kullanilmistir. Sonuglarin
yayilimi i¢in, ortanca deger ve standart sapma (mean + SD) kullanilmigtir. Her siitun en
az (¢ western blotlama analizini temsil etmektedir. K: Kontrol **p<0,01.
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3.6. CUL4B siRNA’lar1 ile Muamele Edilmis HLE-B3 Hiicrelerindeki CUL4B

Protein ifadesinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

CUL4B siRNA’lari, Negatif Kontrol siRNA ve HLE-B3 hiicre hattindaki CUL4B
protein ifadesi degerlendirilmistir. CUL4B genine ait 5 nM s532420, s532422, 16044
kodlu silencer select siRNA’lar havuzlama yontemi ile HLE-B3 hicrelerine
uygulanmistir. CUL4B genini baskilanmasi i¢in en verimli konsantrasyon 25 nM olarak
tespit edilmistir. Negatif Kontrol siRNA’da 25 nM olarak uygulanmistir. CUL4B
SiRNA (**p<0,01) ve negatif kontrol siRNA (*p<0,05) uygulanmis hiicrelerde, HLE-
B3 kontrol hiicrelerine gore CUL4B protein ifadesi istatistiki olarak anlamli seviyede

azalig gostermistir.
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Sekil 3.8 HLE-B3 hiicre hatti, kontrol siRNA ve CUL4B siRNA 6rneklerinin Western
Blotlama ile CUL4B protein ifadesi gosterilmistir. One Way Anova (tek yonli varyans
analizi) testi kullanilmis ve kontrol grubu ve diger gruplar arasindaki fark dunnett testi
ile belirlenmistir. Sonug¢larin yayilimi i¢in, ortanca deger ve standart sapma (mean =+
SD) kullanilmistir. Her siitun en az {ic western blotlama reaksiyonunu temsil etmektedir.
K: Kontrol, NK si-NK: Negatif Kontrol siRNA, si-CUL4B: siRNA CUL4B.

**%p<0,001.
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3.7. CUL4B Ifadesi Baskilanmmus HLE-B3 Hiicrelerinde Apoptotik Markirlarin

Degerlendirilmesi

HLE-B3 negatif kontrol, sSiRNA negatif kontrol ve CUL4B siRNA 6rneklerindeki Bcl-2,
Kaspaz 3, Bid ve Bax apoptotik markirlar1 western blot yontemi ile degerlendirilmistir.
CUL4B siRNA uygulanmis hiicreler, HLE-B3 negatif kontrol hucrelerine gore Bcl-2
protein ifadesi istatistiki olarak anlamli seviyede azalis gostermistir (**p<0,01). CUL4B
siRNA uygulanmis hiicreler, HLE-B3 negatif kontrol hiicrelerine gére Kaspaz 3 protein
ifadesi de istatistiki olarak anlamli seviyede azalis gostermistir (**p<0,01). CUL4B
SIRNA uygulanmis hiicreler, HLE-B3 negatif kontrol hicrelerine gore Bid protein
ifadesi kismi artis sergilemistir. Bid protein ifadesindeki artis istatistiki olarak anlamli
bulunmamustir. Bax proteini ise ifade azalis1 ya da artis1 sergilememistir. Bu sonuclara
gore incelenen apoptotik markilar dikkate alindiginda; CUL4B nin baskilanmasinin,

apoptozu etkiledigi gosterilmistir.

NK  si-NK si-CUL4B 157 — — Bl Kontrol
BCL-2 W % T [ NKsiRNA
Kaspaz 3 ' ' - :% 1.07 [ si-CUL4B
. : 3
Bax e S —— E 05
Bid s oSS @S é '
P-Aktin QN T W 0.0 T
Bel-2 Kaspaz 3 Bax Bid

Sekil 3.9 HLE-B3 hiicre hatti, kontrol siRNA ve CUL4B siRNA o6rneklerinin Western
Blotlama ile apoptotik markirlarin ifadesi gosterilmistir. Sonuglarin analizi i¢in student t
testi kullamilmistir. Sonuglarin yayilimi i¢in, ortanca deger ve standart sapma (mean +

SD) kullanilmistir. Her siitun en az {i¢ western blotlama reaksiyonunu temsil etmektedir.
K: Kontrol, NK siRNA: Negatif Kontrol siRNA, si-CUL4B: siRNA CUL4B. **p<0,01.
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4. TARTISMA

Katarakt, lensin opaklasmasi ile saydamligini yitirmesi neticesinde lense diisen 15181n
azalmasi ve goriisiin kotiilesmesi ile olusur. Yasa bagh katarakt birgok nedenden dolay1
olusabilir. Bu nedenle, multifaktoriyel bir hastalik olarak nitelendirilir. Yasa bagh
kataraktin indiikleyici nedenleri arasinda yaslanma, sistemik hastaliklar, sigara
kullanimi, oksidatif stres ve diyet sayilabilir (Gupta ve ark., 2014). Oksidasyon Yasa
bagl katarakt i¢in major bir yatkinlik faktorii olarak diisiiniilmektedir. H2O> bir reaktif
oksijen turi olarak akdéz humor ve lens iginde bulunmaktadir. Oksidasyon lens
epitelinde oksidatif stresi artirarak katarakt olusumunda baslatict faktor olarak
bildirilmektedir. Oksidatif stres reaktif oksijen turleri (ROS) ve lensin antioksidant
mekanizmas1 arasindaki dengesizlikten dolayr olusur. Bu tip bir stres, katarakt igin
hicresel diizeyde temel bir olay olan lens epitel hiicre apoptozunu indukler (Bai ve ark.,
2018; Ma ve ark., 2018).

Kullinler memelilerde evrimsel olarak yiiksek diizeyde korunmus protein ailesidir.
Insan genomunda kullin 1, kullin 2, kullin 3, kullin 4A, kullin 4B, kullin 5, kullin 7 ve
kullin 9 olarak bilinen PARC olmak (zere alt tipi mevcuttur. Kullin proteinleri really
interesting new gene (RING) E3 ligazlarin en biiyiik sinifinda RING kutu proteinlerine
yiiksek diizeyde korunmus homoloji domainleri vasitasiyla baglanarak iskele proteini
olarak fonksiyon gosterir. Kullinler hiicre dongiisti ve sinyal regiilasyonunu igeren ¢ok
cesitli hiicresel olaylarda gorevli proteinlerin segici degredasyonunda da anahtar rol
oynarlar. Kullin 4 (CUL4) ailesinin CUL4A ve CUL4B olmak (zere iki 0yesi
bulunmaktadir. CUL4B ile CUL4A %83 oraninda dizi benzerligi gosterirler. CUL4B
pankreatik dokuda, serebellumda, kemik iliginde ve testislerde yiiksek oranda ifade

bulur (Li ve Wang, 2017).

CULA4B geninin katarakt gelisimi ve ilerlemesindeki rolii bilinmemektedir. Calismamiz
CUL4B geninin katarakt ile iligkisinin arastirildig: ilk calismadir. Bu ¢alisma ile ilk defa
CUL4B geninin mRNA diizeyinde yasa bagl katarakt hastalarinda, HLE-B3 hiicre
hattina gore daha diisiik diizeyde ifade buldugunu tespit ettik. Bu amacla, HLE-B3
hlcrelerini H2O> ile muamele ederek hiicresel diizeyde oksidatif stresi taklit ettik. Bu

uygulama sonunda, H20> ile muamele edilmis hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore daha
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diisiik seviye CUL4B ifadesi gozlenmistir. Oksidatif stres altinda CUL4B hiicre
sagkalimmi destekleyici olarak calisirken, artmis ROS seviyesinin CUL4B ifadesinin
azalmasi neticesinde ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Wei ve ark., 2015). Elde ettigimiz bu
sonug lens epitel hicrelerinde CUL4B ifadesinin oksidatif stres altinda diislik seviyede
belirlenmesini agiklayabilir. Yuksek dizeyde oksidatif stresin oldugu bir ortamda
hlcrelerin, CUL4B’ nin substrati, ayn1 zamanda da bir radikal temizleyici olan PrxIII’i
yuksek duzeyde tutmak icin, CUL4B ifadesini azaltarak kendilerini oksidatif hasara
kars1 korudugu bildirilmistir. CUL4B’nin baskilanmasinin, PrxIII artis ile sonuglandigi
ve bu durumun hucrelerin ROS ve H,O2-indiiklii apoptoza karsi direng gelistirmelerini
sagladig: bildirilmistir (Li ve ark., 2011). Benzer sekilde, bir E3 ligaz1 olan E6AP eksik
hicrelerde, Prx1 akiimilasyonu olusmasi, reaktitif oksijen tiirlerinin azalmasini saglar.
Bu durum oksitatif stres indikli hicre 6lumini negatif olarak regile etmektedir
(Wolyniec ve ark., 2013). Ancak, artan ROS seviyesinin mi CUL4B ifadesini azalttigi,
yoksa CUL4B’nin baskilanmasinin m1 ROS seviyesini artirdigi bilinmemektedir. Bu
hipotezin test edilmesi siirecinde ¢alismamiz, CUL4B gen regiilasyonunun degisiminin
arastirilmasi i¢in apoptoz prosesine dahil olan diger proteinlerin de degerlendirilecegi
yeni c¢aligmalar i¢in temel bir veri seti olusturmaktadir. Bu veriler gdz 0Onune
alindiginda, CUL4B gen regiilasyonunun degisiminin arastirilmast ve lens epitel
hiicrelerde oksidatif strese karsi koruyucu rolii olup olmadiginin daha iyi anlasilmasi

icin yeni galismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

CULA4B regiilasyonunun bozulmus oldugu ve potansiyel bir onkogen olarak rol oynadigi
bir¢ok calisma rapor edilmistir. CUL4B ifadesinin azalmasi hiicre proliferasyonunu
inhibe ederken, apoptoza neden olup DNA replikasyonunun diizenli ger¢eklesmesine
sekte vurmaktadir. CUL4B ifadesinin baskilanmasi, Wnt/B-Katenin hiicre sinyal
yolaginin inhibe olmasina neden olarak, hiicre proliferasyonunun durmasina yol agarken
apoptozu tesvik ettigi in vivo ve in vitro ¢alismalar ile kolorektal kanser hiicrelerinde
gosterilmistir. CUL4B siRNA ile transfekte edilmis gastrik kanser hiicrelerinde, erken
apoptotik hucrelerin belirlendigi bildirilmistir (He ve ark., 2018). Benzer sekilde,
Osteosarkom hiicrelerinde CUL4B gen ifadesinin baskilanmasi, proliferasyon surecini
bozarken apoptozu indiklemektedir (Chen ve ark., 2014). Ancak, CUL4B 'nin, tumor

mikrogevresini negatif yonde regiile ederek bir tiimor baskilayict gen olarak

60



davrandigini gosteren calismalara da rastlanmaktadir (Qian, ark., 2015). Baska bir
calismada ise, CUL4B genine benzer sekilde p53 tibikiitinasyonu ve degredasyonundan
sorumlu bir E3 ligaz olan MDM2’nin lens epitel hiicre apoptozu ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Serl66 ve 186 bolgelerinden fosforile olan MDM2’nin kataraktli ve
apoptotik lens epitel hiicrelerinde kontrol 6rneklerine gore daha diisiik oranda temsil
edildigi bulunmustur. MDM2’nin bozulmus aktivitesi yasa bagli katarakt (Wang ve ark.,
2020) ve lens epitel hiicrelerinin apoptozu ile iliskilendirilmistir (Zhang, ark., 2014).

CUL4B apoptoz ile iliskili oldugundan, lens epitel hiicrelerinde apoptotik etkisinin
belirlenmesi degerli goriinmektedir. CUL4B, oksidatif stres ve apoptoz Uggenini
diistinerek; CUL4B ifadesini baskilamak suretiyle, apoptotik markirlar1 inceledik.
CULA4B ifadesinin sessizlestirilmesi apoptotik markirlardan Bcl-2’nin ve Kaspaz 3’iin
protein ifadesinin azalmasina neden olurken, Bid protein ifadesinde ise az miktarda bir
artisa neden olmustur. Yukarida belirtilen ¢alismalar ile uyumlu olarak, ¢alismamiz da
CUL4B siRNA ile transfekte edilen hiicrelerin apoptoza girdigine isaret etmektedir.
Ancak, bu sonug sadece bir yontem ile elde edilmistir. Bu durum ¢alismamiz igin bir
limit olusturmaktadir. Elde ettigimiz sonuglar, apoptotik markirlara yonelik baska

yontemlerle arastirilarak desteklenebilir.

Sonug olarak, CUL4B’nin anormal ifadesi birgok malignant hastalikta tespit edilmistir.
CUL4B bir¢ok kanser tiirlinde onkogen olarak ¢alismaktadir. CUL4B hiicre dongusu,
promotor metilasyonu ve histon deasetilasyonu, DNA hasari ve tamiri gibi genis
yelpazede hicresel islevleri regiile ederek hastaliklarin gelismesi ve ilerlemesini
etkilemektedir. CUL4B ifadesinin baskilanmasi hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ile
sonuglanirken, CUL4B ifadesinin artist kanser iliskili bircok sinyal yolaginin
aktivasyonu ile yakindan iligkilidir. Bundan dolayi, CUL4B hastaliklarin gelismesini ve
ilerlemesini genis ¢apta hiicresel olaylar1 regiile etmek suretiyle etkileyebilmektedir.
CUL4B kanser teshis ve tedavisinin yaninda, oksidatif stresle iligkili hastaliklarin
anlasilmasi i¢in de onemli bilgiler saglama potansiyeline sahiptir. Ancak, CUL4B’nin
hiicrede rol oynadigi mekanizmalarin agikliga kavusturulmasi i¢in yeni c¢aligmalara

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, LOCS Ill derecelendirme sistemine gore derece 3-4 kortiko-nikleer tip
katarakt hastalarindaki CUL4B ifadesini, HLE-B3 lens epitel hiicre hatti ile
karsilastirarak buldugumuz sonug¢ {iizerinden, hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ile CUL4B

geninin katarakt ile iliskisini apoptoz Uzerinden degerlendirmeye calistik.

CULA4B ifadesinin vaka grubu ve hiicre hatt1 kontrol 6rneklerinde tespiti i¢in qPCR
kullanarak kantitatif degerlendirme yapilmistir. Calismamizin ilk etabinda hasta
orneklerindeki CUL4B ifadesinin tespiti yer almistir. Kataraktli lens epitel hiicrelerinde
CUL4B ifadesi 0,16 kat azalig (p<0,001) sergilemistir. Calismamizin ikinci etabinda ise,
bulunan bu sonucun katarakt indiiktan1 olan oksidatif stres altindaki hiicrelerde de uyum
gosterip goOstermediginin incelenmesi olusturmaktadir. Oksidatif stres altindaki
hicrelerde de katarakt hastalarindaki gibi diigiikk miktarda CUL4B ifadesi oldugunu hem
transkripsiyon hem de translasyon asamasinda tespit ettik. CUL4B ifadesinin azalisinin
katarakt i¢in temel hiicresel bir mekanizma olan apoptoz iizerine olan etkisini arastirma
asamasi ise c¢alismamizin tglinci ve son etabii olusturmaktadir. CUL4B ifadesinin
azalis1 apoptotik markirlar lizerinden degerlendirildiginde, apoptoza sebep olabilecegi

sonucuna ulastik.

Kataraktli hastalarda, CUL4B ifadesinin diisiik olmasinin hastalik patogenezi ile uyumlu
olabilecegi sonucuna vardik. Elde ettigimiz sonuglarin CUL4B geninin katarakt

gelisimindeki roliiniin aydinlatilmasi i¢in 6nemli veriler saglayacag: kanaatindeyiz.
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