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gr: gram
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OZET
Amag: Prematiire retinopatisi (ROP) gelisen bebeklerde vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR), hepatosit biiyiime faktorii
(HGF) ve HGF reseptorii (cMet) gen polimorfizmlerinin arastirilmast ve bu polimorfizmlerin
hastalik gelisimi, hastalikta kendiliginden gerileme ya da esik hastaliga ilerleme iizerindeki
etkisini arastirmak.
Materyal ve Metod: Aralik 2006- Subat 2009 tarihleri arasinda prospektif olarak, gestasyonel
dogum haftas1 < 34 hafta olan 123 prematiire bebek caligmaya alindi. Her bir preterm bebekten
periferik kan ornekleri topland1 ve DNA izolasyonu yapildi. Calisilacak genlere ait promotor
bolgeler kullanilarak primer tasarim islemi yapildiktan sonra, ilgili gen bdlgesi PCR ile ¢ogaltildi.
Preterm bebeklerde VEGF G**C (+405) gen polimorfizmi restriksiyon enzimi ile kesilerek
arastirildi. VEGF T™°C, VEGFR-2 (Flk-1), HGF ve cMet genlerinin promotor bdlgelerindeki
polimorfizm varlig1 sekanslama yontemi ile tarandi. 123 bebek; tedavi gerektiren ROP (Grup 1),
kendiliginden gerileyen ROP (Grup 2) ve ROP gelismeyen bebekler (Grup 3) olarak
smiflandirild1.
Bulgular: VEGF G**C (+405) polimorfizm varlig1 sirasiyla Grup 1 bebeklerin %40.5, Grup 2
bebeklerin %42.0 ve Grup 3 bebeklerin %35.5’inde saptandi. VEGF T*°C polimorfizmi
sirastyla Grup 1°de %59.5, Grup 2°de %58 ve Grup 3 bebeklerde %64.5 saptandi. Flk-1 G™?A
polimorfizm varlig: ise sirastyla Grup 1’de %33.3, Grup 2°de %26 ve Grup 3’te %19.4 saptandi.
Sonuglarimiz, preterm bebeklerde ROP gelisimi, hastalikta kendiliginden gerileme ya da esik
hastaliga ilerleme ile VEGF G*C (+405), VEGF T*°C ve VEGFR-2 (Flk-1) G™*A genlerinin
promotor bolgelerindeki polimorfizm siklig1 arasindaki iliski ii¢ grup arasinda da benzer bulundu
(srrastyla p=0.840, p=0.840 ve p=0.406). VEGF G®*C (+405), VEGF T*°C ve VEGFR-2
G™?A polimorfik alel tasiyicigi agisndan da gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmadi. HGF ve cMet genlerinin promotor bdlgesinde herhangi bir polimorfizm saptanmadi.
Sonuc¢: Calismamizda, ROP gelisimi ve progresyonu ile VEGF, VEGFR, HGF ve c-Met
promotor gen polimorfizmleri arasindaki iligskinin zayif oldugu gosterildi. Calismamizin, ROP ile
iligskili genetik faktorlerin, hastalik siddeti ve tedavi gereksiniminin Ongoriilmesinde aday
genlerin aydmlatilmasina katki saglayacag diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: c-Met, genetik polimorfizm, HGF, prematiire retinopatisi, VEGF, VEGFR



SUMMARY
Purpose: The aim of this study was to determine whether there are vascular endothelial growth
factor (VEGF), VEGF-receptor (VEGFR-2), hepatocyte growth factor (HGF), HGF-receptor (c-
Met) gene polymorphisms in ROP, and to observe the effects of these polymorphisms on the
development of ROP, spontaneous regression or progression to threshold disease.
Methods: A sample of 123 preterm infants with gestational age < 34 weeks were prospectively
evaluated between December 2006 and February 2009. For genetic analysis, blood samples were
collected from each patient and leukocyte DNA was isolated. Genomic DNA was amplified by
the polymerase chain reaction (PCR) method with two pairs of primers designed to amplify
separately the promotor regions of the VEGF, VEGFR, HGF and c-Met genes. The amplified
product was subjected to restriction enzyme digestion or direct sequencing. The infants were
divided into 3 groups; ROP requiring treatment (Group 1), spontaneously regressing ROP (Group
2) and no ROP (Group 3).
Results: The frequency of VEGF-634G>C polymorphism was 40.5% in group 1, 42% in group
2 and 35.3% in group 3. The frequency of VEGF-460 C>T polymorphism was 59.5% in group 1,
58% in group 2 and 64.5% in group 3. The VEGFR+32G>A (Flk-1+32G>A) polymorphism was
identified in 33.3% of infants in group 1, 26% of infants in group 2 and 19.4% of infants in group
3. Our results were similar in all studied groups regarding the association of frequencies of the
VEGF-634G>C, VEGF -460 C>T and VEGFR-2 gene promoter polymorphism and the
development of ROP, spontaneous regression of ROP and progression to threshold ROP
(p:0.840, p:0.840 ve p:0.406, respectively). The carriages of polymorphic allele of VEGF-
634G>C, VEGF -460 C>T and Flk-1 +32G>A were not significantly different between the
studied groups. HGF and cMet gene promoter polymorphisms did not exist in any of the groups.
Conclusion: In our study, the association of the VEGF, VEGFR, HGF and c-Met gene promoter
polymorphisms with the risk of development and progression of ROP is weak. We believe that,
our study will contribute to reveal the probable genes in the process of predicting the genetic
factors releated to ROP, the severity of the disease and the need treatment.

Key Words: c-Met, genetic polymorphism, HGF, retinopathy of prematurity, VEGF, VEGFR



GIRIiS VE AMACLAR

Prematiire retinopatisi (ROP), cocukluk cagi korlik nedenlerinin basinda gelmektedir.
Ancak en onemli 6zelligi uygun ve zamaninda gerceklestirilen tarama ve tedavi programlari ile
Onlenebilir ve tedavi edilebilir olmasidir (1-3). Son yarim yiizyilda tibbi ve teknolojik alanlardaki
gelismeler yenidogan yogunbakim iinitelerinin bakim kalitelerini artirmig ve yasanabilirlik
siirlarinin tartisildigi pek ¢ok prematiire bebek yasatilmaya baslanmigtir. Buna karsin, tiim
gebeliklerin % 7-11°1 olarak bildirilen prematiire dogum oranlarinda kayda deger bir azalma
goriilmemistir. Hatta yardimci lireme tekniklerindeki gelismeler nedeniyle ¢cogul gebelikler ve
prematiire bebeklerin dogumu daha da artmustir (4,5). Gelismis iilkelerde ise son on yilda ROP
siklig1 azalma gostermistir ve bu iilkelerde neredeyse sadece dogum agirligi 1000 gr’n altinda
olan ¢ok diisiik dogum agirlikli bebeklerin problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (6-8).

Ik kez 1942°de Theodore Terry (9) tarafindan damarlarin ve fibroblastik dokunun lensin
arkasinda geligsmesi ve erken dogan bebeklerde iki tarafli korliik yapmasi seklinde tanimlanan
ROP, 10 yil igerisinde ¢ocukluk ¢agi korliiklerinin en sik nedenleri arasinda yerini almstr.
Yenidoganlarda kontrolsiiz oksijen desteginin olumsuz retinal yan etkileri, ilk olarak Campbell
(10) tarafindan 1951 yilinda 6ne siiriilmiis ve ilk ROP epidemisi oksijen kullaniminin kontrol
altma alinmasi sonucu Onlenmis ve sonlandirilmistir. Fakat oksijen kullanimimin kesilmesine
bagl olarak yenidoganlarda atelektazi ve respiratuar distres sendromdan (RDS) oliimler artis
gostermistir.

1970 ile 1980 yillar1 arasinda ikinci ROP epidemisi goriilmiistiir. Bu epidemide dikkatli
monitarizasyonlu ventilasyon yontemlerinin gelistirildigi ve 750-999 gr gibi ¢ok diisiik dogum
agrhigindaki preterm bebeklerin yasam oranlarmin artigi goriilmiistiir (11). Ugilincii ROP
epidemisi ise gegtigimiz 10 yilda 6zellikle Latin Amerika, Dogu Avrupa ve Asya iilkeleri gibi
orta diizeyde gelirli iilkelerde yasanmistir. Bu epideminin muhtemel nedenleri; yetersiz dogum
oncesi izlem oranlarmin prematiire dogum oranlarinda artisa yol agmasi ve temel yenidogan
bakim kosullarinin diisiik dogum agirhikli (<1500 gr) bebeklerin yasatilabilmesini saglayacak

diizeyde olmas1 ve fakat morbiditeleri onleyecek kalitede bulunmamasidir (12,13).



AMACLAR:

1.

Gebelik yast < 34 hafta olan prematiire bebeklerde VEGF, VEGFR ve HGF- cMet gen
polimorfizmlerin varligini saptamak

Tedavi gerektiren ROP, kendiliginden gerileyen ROP ve normal (ROP gelismeyen)
prematiire bebeklerde VEGF, VEGFR ve HGF- cMet gen polimorfizmlerini
karsilastirmak.

Bu polimorfizmlerin hastalik gelisimi, hastalikta gerileme ya da esik hastalifa ilerleme
acisindan 6nemini vurgulamak

Polimorfizm saptanan bebeklerde, hastaliga yatkinligin belirlenmesinin yani sira, tedavi
yanit1 ve tadavi ihtiyacinin ( indirekt lazer uygulamasi + anti- VEGF ajan uygulamasi)
onceden belirlenerek risk altindaki hastalarin erken donem tani ve tedavisinde

kullanilabilirligini belirlemektir.



GENEL BiLGIiLER

EPIDEMIYOLOJI

ROP’un insidansi, klinik seyri ve dogal siirecine iligkin yararli bilgiler CRYO-ROP
(Cryotherapy for Retinopathy of Prematurity; CRYO-ROP) ¢alismasindan elde edilmistir. 1986
yilinda baglatilan bu prospektif, randomize, ¢ok merkezli ¢alismada (CRYO-ROP) dogum
agirhigi 1251 gramdan (gr) kii¢iik 4099 yenidogan incelenmis ve bir veya iki gozde herhangi bir
evredeki ROP siklig1 % 65.8 olarak bildirilmistir (14). Cinsiyet, esik hastaliga ilerlemeyle iliskili
bulunmazken, ¢oklu dogum ve hastane dis1 dogum, agir hastalik gelismesi riskini arttirmaktaydi.

Yakin ge¢miste yapilan ¢ok merkezli prematiire retinopatisinin erken tedavisi ‘‘Early
Treatment for Retinopathy of Prematurity (ETROP)’’ caligmasinda , dogum agirligr 750 gr’in
altinda olan yenidoganlarin %92.7’sinde, dogum agirligi 750-999 gr olanlarin %75.8’inde ve
dogum agirligi 1000-1250 gr olan yenidoganlarin ise %43.7’sinde ROP gelistigi bildirilmistir
(15,16). Dogum agirlig1 1251 gr’dan az olan tiim yenidoganlar igin ROP siklig1 %68 olarak ifade
edilmistir. Gebelik yas1 27 hafta ve altinda olan yenidoganlarin %89 unda ROP saptanirken, 28-
31 hafta gebelik yas1 olanlarda %51.7, gebelik yas1 32 hafta ve lizerinde olan yenidoganlarda ise
%14.2 oraninda ROP bildirilmistir. CRYO-ROP ve ETROP ¢alismalarinin her ikisinde de ROP
siklig1 benzer bulunmus olup, gebelik yas1 ve dogum agirlig1 azaldikca ROP siklig1 artmaktadir.

Bazi1 yeni ¢aligmalarda (17,18) CRYO-ROP ve ETROP c¢alismalarma (14-16) gore daha
diisiik oranlarda ROP siklig1 bildirilirken, yapilan bir calismada (19) ise daha yiiksek siklikta
ROP gelistigi bildirilmistir. Caligmalardaki diisiik siklik degerleri calismaya alman yenidogan
sayisinin yetersiz veya az olmasina bagli olabilirken, sikligindaki artis modern yenidogan
yontemlerindeki ilerlemelere bagli olarak ileri derecede immatiir yenidoganlarin sag kalim

oranlarinin artmasi sonucu olabilecegi vurgulanmaktadir.

PATOGENEZ

G0z iki vaskiiler sistemden oksijen ve besin maddelerini saglar. Retinal damarlar retinanin
i¢c kismimi ve koroid damarlar1 ise fotoreseptorleri igeren dis tabakalar1 destekler (20). Koroidin
gelisimi gestasyonun li¢iincii ayinda tamamlanir. Fakat retina damarlanmasi1 dogumdan birkag

hafta sonrasima kadar siirebilir (21). Insan fetusunda, retina kan damar gelisimi gestasyonun 16.



haftasinda baslar ve nazal retinada 36., temporal retinada ise 40.-42. gestasyonel haftalarda
tamamlanir. Bu ylizden prematiire olarak dogan bebeklerin retina damarlar1 tam olarak
gelismemistir ve gestasyonel yasa bagl olarak periferde avaskiiler alan mevcuttur (22).

Retina kan akimi, koroid kan akimma gore nispeten daha disiiktliir. Retinanin
oksijenlenmesinde ve diger beslenme ihtiyaglarinda koroid énemlidir (23). Yetigkinlerde, retina
kan akimi ve koroid kan akiminmn perflizyon basinci genis bir aralikta sabit tutulmaya calisilir.
Preterm yenidoganlarda ise retina kan akimi ve koroid kan akimi otoregiilasyonu hemen hemen
yoktur. Hem yetiskin hem de yenidoganlarda retina kan akimi otoregiilasyonu oksijen
basincindaki degisikliklere cevap verir. Fakat, preterm bebeklerde koroid dolasimi degisen
oksijen basinci cevabinda otoregiilasyon yapmakta yetersizdir (24).

VEGF, embriyogenez sirasindaki normal anjiyogenezde ve dogum sonrasinda patolojik
kosullarda retinanin anormal neovaskiilarizasyonunda anahtar rol oynadigi diisiiniilmektedir.
VEGF geni oksijen basincina duyarlidir; hipoksi durumunda VEGF transkripsiyonu uyarilirken,
hiperoksi durumunda ise genellikle VEGF transkripsiyonu azalmaktadir (25). Retinanin gelisimi
metabolik ihtiyacta artisa neden olur ve gelismekte olan retina damarlarinin 6niinde lokal rolatif
(fizyolojik) bir hipoksi olusur (26). Oksijen bagimli VEGF, vaskiiler gelisimin biitiin evrelerinde
rol oynar ve oksijen bagimsiz insiilin-benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) gibi diger bazi biiylime
faktorleriyle bir arada etkili olur. VEGF, olgunlasan avaskiiler retinada fizyolojik hipoksik
dalgalara yanit olarak astrositlerden ve mezenkimal igsi hiicrelerden salinir (27,28).

Intrauterin yasamda fetusun arteriyel oksijen basinci 30-35 mmHg olup, bebek dogar
dogmaz oda kosullarinda aldig1 soluklarla bu deger 60-100 mmHg’ya yiikselir. Prematiire dogan
bebeklerde buna ek olarak RDS ve diger solunum problemleri nedeniyle uygulanan solunum
destek tedavilerinin olusturdugu hiperoksi, prematiire retina damarlarinda vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF) salinimini baskilar ve retina damarlanmasi durur (25). Hipoksi ve
hiperoksi tarafindan uyarilan biliylime faktorii ya da faktdr diizenleyicileri ROP gelisiminde
onemlidir. Hipoksi ile artan VEGF- mRNA tiimor ve retinal anjiyogenezde anahtar rol oynar.
ROP, damarlarin kayboldugu baslangic evresi ve takiben damarlarin prolifere oldugu ikinci
evreden olusan bifazik bir hastaliktir. ROP’un baslangi¢ evresi ‘‘Faz I: Hiperoksik Faz’’ olarak
tanimlanmaktadir. Bu fazda normal retinal vaskiilarizasyon icin gerekli olan VEGF salinim

hiperoksi tarafindan baskilanir. Normal vaskiiler biiylimenin durmasi ve takiben mevcut



damarlarin regresyonu meydana gelir. Hiperoksi-bagimli vazo-obliterasyon vaskiiler endotelyal
hiicrelerin apoptozisine neden olur. ROP’un ikinci fazi hipoksi tarafindan siirdiiriiliir. Oksijenin
neden oldugu siddetli damar spazmi1 ve sonug olarak hipoksiyi takiben retinada VEGF salinimi
artar.  Tekrarlayan apneler, bronkopulmoner displazi, anemi gibi hipoksiye yol acan cesitli
faktorlerin varliginda retinanin metabolik aktivitesinin artisi, VEGF salinimini daha da artirir.
VEGF’deki bu artis retinada nadiren normal, siklikla anormal yeni damarlanmanin baslamasima
yol agar. Damarlanma normal olursa ROP geriler. Anormal damarlanma sonucu ilerleyici
retinopati meydana gelir. VEGF artisiyla yeniden damarlanmanin oldugu bu evre ‘‘Faz II:
Hipoksik Faz’ olarak tanimlanmaktadwr. ROP’un ilk fazi disardan VEGF ya da Plasental
biiylime faktorii (PIGF-1), vaskiiler endotelyal bliylime faktorii reseptorii-1 (VEGFR-1) spesifik
ligandin uygulamasiyla kismen Onlenebilir. ROP’un ikinci fazinda VEGF inhibitdrlerinin
intravitreal enjeksiyonlarmi takiben neovaskiilarizasyonda onemli derecede azalma goriiliir.
Klinik aragtirmalar, ROP’un proliferatif fazin tedavisini degerlendirmek i¢in planlanmigtir.
ROP’un ilk fazi yaklasik olarak 30-32. haftadalar arasimda meydana gelir. Hipoksi-bagimli
retinal neovaskiilarizasyonla karakterize ROP’un ikinci faz1 ise 32-34. haftalarda baglar. Hipoksi
proliferatif retinopati i¢in zorunlu bir uyarandir. VEGF, hipoksi bagimli bir sitokin ve vaskiiler
endotelyal hiicre mitojenidir. Giiniimiizde, ROP’un ilerleyici neovaskiilarizasyonu hipoksik
perifer retinaya lazer ablasyonu ile durdurulmaktadir. Hipoksinin ortadan kalkmasi ile VEGF
saliniminda azalma meydana gelmektedir (25-29).

Hayvan modellerinin kullanimi (fare, sigan gibi) hastaligin ilerleme mekanizmasini daha
iyi anlamamizi  saglamigtir. Cogu hayvanin dogumunda retina  vaskiilarizasyonu
tamamlanmamistir. ROP’un hayvan modellerinde ilave oksijen verilmesi ile normal damarsal
gelisimin engelendigi goriilmiistiir. Hayvan modelerinde hiperoksi kullanimi, VEGF azalmasina
ikincil normal damar gelisimin kesilmesine neden oldugu gosterildi. Ayrica, hiperoksi vaskiiler
endotelyal hiicre apoptozisine ve vazo-obliterasyona neden olmustur. Bu, VEGF’un immatiir
retina damarlanmasinin devamu i¢in gerekli oldugunu gosterir (25). VEGF inhibisyonu, ROP’un
ikinci fazinda hipoksinin neden oldugu retinal neovaskiilarizasyonu tamamiyla inhibe
etmemektedir (30). Bulgular ROP’un multifaktoriyel bir hastalik oldugunu desteklemektedir. Her
ne kadar VEGF ve oksijen retina kan damarlarinin gelisimi i¢in 6nemli rol oynasa da,

patogenezde bagka biyokimyasal mediatorlerin de bulundugu agiktir. Bu mediatorlerin basinda



insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) gelmektedir. IGF-1 retina damarlarmm normal geligimi
icin O6nemlidir. Fare ROP modelinde IGF-1’in ROP’un her iki fazinda kritik rol aldig:
gosterilmistir ve bu durum klinik sonuclarla desteklenmistir. IGF-1, gebeligin tiim evrelerinde
fetal biiyiime ve gelisme i¢cin dnemlidir. IGF-1’in serum konsantrasyonu gestasyonel yas ve fetal
biiylime ile orantilidir. IGF-1 seviyeleri gebeligin {iglincii trimestrinde 6nemli derecede artar fakat
dogumdan sonra plasenta ve amniyotik siv1 tarafindan iiretilen IGF-1"in kayb1 nedeniyle diiser.
Dogumdan sonra IGF-1, ¢ok diisiik miktarlarda sadece karaciger tarafindan iiretilir. IGF-1’in
eksikligi, vaskiiler bliylime eksikligi ve sonug olarak proliferatif ROP ile iliskilidir. Faz 1 ROP’ta
IGF-1’1n rolii klinik ¢alismalarla desteklenmistir. Yas- karsilastirmali prematiire bebeklerde IGF-
I’in ortalama serum seviyeleri klinik ROP siddeti ile direkt orantili bulunmustur. IGF-1 ayni
zamanda VEGF’iin aktivasyonunun kontrol edilmesinde rol oynamaktadir. Oksijenden bagimsiz
IGF-1 ve oksijen bagimli VEGF, birbirini tamamlayici ve sinerjistik etki gdstermektedirler. 1GF-
1 hem VEGF aktivitesini artirarak hem de VEGF’den ve hipoksiden bagimsiz olarak etki eden
onemli bir faktordiir (25-30).

Bir¢ok farkli biiylime hormonunun, retinal neovaskiilarizasyon gelisiminde rol oynadigi
gosterilmektedir. Bu biiylime faktorlerinden birisi de Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) diir (22).
HGF, retinal anjiyogenezde dnemli bir diizenleyicisi olarak ilgi ¢ektigi kabul edilmektedir. HGF
fibroblast, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve glial hiicreler gibi stromal kaynakli hiicrelerden
salgilanmaktadir. HGF epitel hiicrelerinde mitojenik, motojenik (haraketlili§i saglayan) ve
morfojenik faktor olarak, epitel ve endotel hiicrelerinde ise anjiyogenik faktor olarak biyolojik
fonksiyon gostermektedir. Son yapilan ¢alismalarda HGF uyarisinin endotel hiicrelerinde hem
biiyiime hem de migrasyon yaptig1 in vitro olarak gosterilmistir. Ayni zamanda HGF’nin
anjiyogenezde giiglii bir uyaran oldugu vurgulanmaktadir. HGF, ROP patogenezinde retinal

anjiyogenezisin baglangi¢ fazinda 6nemli rol oynayabilir (22,25-30).

ROP SINIFLAMASI

ROP ilk kez 1984 yilinda uluslararasi bir komite tarafindan ‘‘The International
Classification of Retinopathy of Prematurity -ICROP’’ adiyla siniflandirilma yapilarak iki rapor
seklinde basilmistir. Smiflandirma, bu hastalikla ilgili yaygin klinik deneyimi olan kisiler ve
1980 baglarinda ICROP’1n asil {iyesi olan ¢ogu kisi tarafindan alt1 tilkeden 15 oftalmolog’dan



olusan bir grubun sonugclari ile gergeklestirilmistir. Uluslararasi Prematiire Retinopati Siiflamasi
ROP’un klinik degerlendirilmesinde, hastaligin anatomik yerlesimi (Zon) ve agirligir (Evre)
temelinde standartlar saglamak amaciyla 1987°de gdzden gecirilmistir (31-33). Bu smiflamaya
gore, ROP’un ilk bulgusu (Evre I-demarkasyon hatti) posteriordaki vaskiiler retina ile
anteriordaki avaskiiler retina birlesiminde ince, diiz ve beyaz bir yapinm ortaya ¢ikmasidir
(Resim 1). Evre II ROP, demarkasyon hattinin pembe veya beyaz kalinlagmig bir doku
kabarikligina doniismesiyle olusur (Resim 2). Kabarikligin posteriorunda kii¢iik damar demetleri
(taft) gorilebilir. Kabariklik i¢i ve {izeri damar gelisimi - ekstraretinal fibrovaskiiler
proliferasyon- evre III ROP olarak tanimlanir (Resim 3). Fibrovaskiiler proliferasyon vitreus
icine uzanabilir ve vitreus kanamasina yol agabilir. Bu fibrovaskiiler proliferasyonun, ilerleyici
olarak vitreus igine biiylimesiyle kontraksiyonu, retinaya traksiyon uygulayip evre IV ROP
dedigimiz parsiyel retina dekolmanina yol agar (Resim 4). Evre IVa’da dekolman foveayi
icermemektedir, evre IVb’de ise dekolman foveay: i¢ine almaktadir. Evre V ROP, total retina

dekolmanini ifade etmektedir (Resim 5).

Resim 1. Demarkasyon hatti (PEDOF Birimi arsivinden ahnmstir.)



Resim 2. Evre 2 ROP (Ridge) (PEDOF Birimi arsivinden alinmstir.)

Resim 3. Evre 3 ROP (Fibrovaskiiler proliferasyon) + Plus (+)
(PEDOF Birimi arsivinden alinmstir.)

10



Resim 4. Evre 4 ROP (Parsiyel Retina Dekolmani)
(PEDOF Birimi arsivinden alinmistir.)

Resim 5. Evre 5 ROP (Funnel Retina)

(PEDOF Birimi arsivinden alinmistir.)
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ROP’un akut fazlarinda, anormal gelismekte olan damarlarin sinwrindaki damar
yetmezligi, periferik retina damarlarinin genislemesine ve kivrimlanma (tortiiozite) artisina, iris
damarlarinda dolgunlagmaya, pupiller rijiditeye ve vitreus bulaniklagsmasma (haze) yol acar. Bu
bulgular ICROP tarafindan ilerleyici vaskiiler hastalik olarak tanimlanmistir. “‘Plus hastahk’’,
kanin periferik vaskiiler santinin arka kutupta vendz genisleme ve arteryel kivrimlanma artigina
yol acacak kadar siddetli olmas1 durumunda ortaya ¢ikar (Resim 3). Plus hastalik, hizli ilerleyen
ROP’un temel bulgusu olup, ROP evresini gosteren numaradan sonra art1 igareti konulmasiyla
tanimlanir (Plus +) (31-33).

ROP ayrica, retina vaskiilarizasyonunun anterior uzaniminin yeri tespit edilerek anatomik
yerlesimine gore smiflandirilir (Sekil 1). Vaskiiler retina ile avaskiiler retina arasindaki sinirin
bulundugu yer , 6nemli bir prognostik bulgudur. Zon 1, merkezi optik disk, yaricapi, diskle
makula aras1 mesafenin iki kati olan hayali ¢ember olarak tanimlanir. Zon 2, Zon 1’in 6n
siirindan baslayip nazalde ora serrata, temporalde ise anatomik ekvatora uzanan alan olarak

tanimlanir. Zon 3, kalan temporal retinayi icerir (31-33).

12 12
9 3 9 | 3
Optik Optik
Makiila 6 sinir sinir 6 Makiila

Sekil 1. Retinanin anatomik siniflamasi
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1988 yilinda, ¢ok merkezli Prematiire Retinopatisinin kriyoterapisi ¢alismasinda (CRYO-
ROP) calisma grubu tarafindan ROP’un gorsel prognozunu diizeltmek amaciyla taramalar
yapilmistir (34). Bu taramalarin amaci tedavi ihtiyact olan ROP’ lu bebekleri tespit etmek ve
tedavi firsat penceresini bu hastalara sunmaktir. Her ne kadar baslangigta sadece klinik kanaate
dayaniyorduysa da ‘‘esik hastalik’’ tedavinin uygulanmasi gereken nokta olarak kabul edilmistir.
Esik hastalik, Zon 1 veya Zon 2’de, en az komsu 5 saat kadranini tutan veya ayr1 ayr1 8 saat
kadran retinay1 tutan Evre III + ROP olarak tanimlanir. Zon 2 ROP i¢in bu ongiirii biiyiik bir
yakinlikla kanitlanmistir. Zira tedavi edilmemis gozlerin % 62’si kotii gorsel sonuglanmaya
gitmistir. Buna karsin Zon 1 ROP’ ta, tedavi edilmeyen gozlerin gérsel prognozun yarisinda koti
ve yarisinda ise iyi olacagi varsayimmi tutmamistir, tedavi edilmeyen gozlerin % 90’1 kotii
sonuclanma sansina sahiptir (35,36).

CRYO-ROP caligmasinda, tedavi edilmis Zon 1 gdzlerin, 10 yillik takiplerinde gdzlerin
% 44.4’tinde goérme keskinliginin 6/60 ya da daha kotii oldugu goriilmiistiir. Ayni zamanda,
tedavili Zon 2 gozlerle karsilastirildiginda, tedavili Zon 1 gézlerde 6nemli derecede kotii yapisal
degisiklikler ve gdorme sonuglar1 oldugu gozlenmistir (37). Bu sonuglar arastirmacilar arasinda,
Ozellikle Zon 1 hastalikta, ROP tedavisi i¢in esik hastalik durumu beklenmeli mi? sorusuna neden
olmus ve ABD’de 26 merkezde ETROP caligsmasi baslatilmistir. Yiiksek riskli esik hastalik
oncesi (high-risk prethreshold disease) tedavinin esik hastalik tedavisine gore daha yararh
oldugu gosterilmistir (38). ETROP smiflamasi Tip 1 ve Tip 2 olarak smiflandirilmistir. Hastalik,
Tip 1 kriterlerinden birini karsiliyorsa tedavi edilmelidir, Tip 2 kriterlerinden birini karsiliyorsa
gozlenmeli ve hastalik Tip 1 ya da esik hastaliga ilerliyorsa tedavi edilmelidir. ETROP
smiflamasina gore (Tablo 1); Tip 1 hastalikta: Zon 1’°de plus hastalikla birlikte ROP’un herhangi
bir evresinin olmasi, Zon 1°de plus hastalikl1 ya da plus hastaliksiz evre III ROP olmasi ya da zon
2’de plus hastalikla birlikte evre I ya da evre III ROP olmasi olarak tanimlanir. Tip 2 hastalik:
Zon 2°de plus hastalik olmadan evre I ya da evre II ROP varlii, Zon 2’de plus hastalik olmadan
evre III ROP varlig1 olarak kabul edilir (39).
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ETROP SINIFLAMASI
Tip 1 ROP tedavi edilmeli

- Zon 1 de plus hastalikla birlikte ROP’un herhangi bir evresinin
olmasi
- Zon 1 de plus hastalikli ya da plus hastaliksiz evre III ROP olmas1
- Zon 2 de plus hastalikla birlikte evre II ya da evre III
Tip 2 gozlenmeli, hastahk Tip 1 ya da esik hastahga ilerliyorsa tedavi edilmeli
- Zon 2 de plus hastalik olmadan evre I ya da evre II ROP varlig1
- Zon 2 de plus hastalik olmadan evre III ROP varlig1

Tablo 1. ETROP Siniflamasi

ROP TARAMASI

Prematiire bebeklerde, diizeltilen yasam kosullar1 ile birlikte ROP insidansinda ve
korliiklerde artigla karsilasilmistir. Giiniimiizde tedavi, ROP’un gidisatin1 degistirmede etkilidir
ve korliikleri onleyebilir. Tedavi gerektiren bebekleri tespit etmek ve zamanini belirlemek
amaciyla, riskli bebeklerin taranmasi ilk 6nemli basamaktir. Amerikan Oftalmoloji Akademisi,
Amerikan Pediatri Akademisi ve Amerikan Pediatrik Oftalmoloji ve Sasilik Birligi’nin (40)
yaymladig1 son bildiride dogum agirlig1 1500 gr’in altinda olan veya gestasyonel yas1 30 hafta ya
da < 30 haftanin altinda olan tiim yenidoganlarin ROP agisindan taranmasi Onerilmektedir.
Dogum agirligr 1500 ve 2000 gr arasinda olan ya da gestasyonel yasi 30 haftadan daha biiyiik
olup klinik durumu stabil olmayan, solunum ya da dolasim destegine ihtiya¢ duyan ve izleyen
yenidogan uzmany/pediatri uzmani tarafindan yiiksek riskli oldugu degerlendirilen bebeklerde de

ROP taramasi 6nerilmektedir. Gelismis ve gelismekte olan tilkelerdeki tarama rehberleri farklilik
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gosterebilmektedir (12,41). ROP taramasinda, siddetli hastalik taninmasi ¢ok énemli oldugundan
deneyimli ve becerikli kisilerce degerlendirilmelidir. ROP’un %99 giivenle tespit edilebilmesini
saglayacak ve travmatik muayene sayisini en aza indirecek gestasyonel yasina gére en uygun ilk

tarama muayenesi zamani tabloda 6zetlenmistir [(40), (Tablo 2)].

Ik muayene zamam (hafta)

Dogumda gestasyonel yas

(hafta) Postmenstriiel Kronolojik
22 31 9
23 31 8
24 31 7
25 31 6
26 31 5
27 31 4
28 32 4
29 33 4
30 34 4
31 35 4
32 36 4

Tablo 2. Dogumdaki gestasyonel yasina gore onerilen ilk goz muayenesi zamam

[k muayeneden sonraki muayene sikhigmna, izleyen oftalmolog tarafindan retina

bulgularina goére karar verilir (40).
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RISK FAKTORLERI
1. Gestasyonel Yas ve Diisiik Dogum Agirlig

Gestasyonel yas ve dogum agirligr kiigiildikce ROP gelisme riski artmaktadir. CRYO-
ROP caligmasinda, esik ROP gelisimi icin bagimsiz risk faktorleri; beyaz ik, diisiik dogum
agirhigi, gebelik yasinin kiigiik olmasi, cogul gebelik ve arastirma merkezi disinda dogmus olmak
olarak belirlenmistir (42,43). CRYO-ROP grubu calismasmin verilerine gore, 1000-1250 gr
arasinda olan bebeklerin %47’sinde, 750 gr dan kiigciik olan bebeklerin %90’inda c¢esitli
derecelerde ROP saptanmistir. Evre III ROP, 1000-1250 gr arasinda olanlarin %8’inde, <750 gr
olanlarin ise %37’sinde saptanmistir. Benzer durum dogumdaki gestasyonel yas i¢in de gecerlidir
ve 28 haftadan erken dogan bebeklerin %83’iinde, <31 hafta olanlarda ise %30 ROP saptanmistir
(34). Yaman ve ark.’larinin (44) yaptiklar1 calismada 1250 gr’in altindaki bebeklerde esik
hastalik %13.6 oraninda goriilirken, 1251-1500 arasindaki bebeklerde 9%8.3 oranmda
gorilmistiir. Dogum agirhigr 1501 gr’in istiindeki hicbir bebekte esik hastaligin goriilmedigi
bildirilmistir. Ayn1 caligmada, gestasyonel yaslarina gore 28 hafta ve altindaki bebeklerde esik
hastalik gelisimi %25 iken, 29 hafta ve iistiinde %1.3 olarak gozlenmistir. Aroe ve ark.’lar1 (45)
yaptiklar1 ¢alismada ROP insidanst %11-60 olarak bulunmus ve <28 haftalik bebeklerde %60,
<30 haftalik %41 oraninda bildirilmistir. Glinimiizde ROP, ¢ok diisiik gebelik haftalarinda (24-
27 hafta) ve ileri derece diisiik dogum agirligr (<1000) olan yenidoganlarda daha sik ve daha
siddetli olarak karsimiza c¢ikmaktadir (46). Ancak gelismis {ilkelerle karsilastirildiginda
gelismekte olan veya az gelismis iilkelerde, daha matiir yenidoganlarda tedavi gerektiren siddetli
ROP meydana geldigi de unutulmamalidir. Bu da ROP gelisiminde dogum agirhigi ve

gestasyonel yas haricinde, ¢evresel ve genetik faktorlerinde etkili olabilecegini gostermektedir.

2. Oksijen Etkisi

ROP gelisiminde risk faktorleri arasinda bulunan ve patogenezin de temelinde yatan
oksijen yogunlugu yeralmaktadir. Ek oksijen uygulama siiresi, tekrarlayan oksijen degisimleri ve
oksijen konsantrasyonunun, gestasyonel yas ve dogum agirhigindan bagimsiz olarak ROP
gelisiminde etkili faktor oldugu ileri siiriilmektedir (47,48). Daha kisa siireli ve daha diisiik

konsantrasyonlarda oksijen uygulamasi yiiksek riskli hasta gruplarinda ROP sikliginda belirgin
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azalmaya neden olmaktadir (49). Arteriyel oksijen diizeyindeki dalgalanmalar, glinimiizde ROP
gelisiminde kabul gbren en yaygm teoridir. Hiperoksi ve hipoksi arasinda degiskenlik gosteren,
tekrarlayan oksijen degisiklikleri, retinada vaskiilarizasyon anomalilerine yol acar. Hiperoksi
retina damarlarinda vazokonstriksiyona yol acarak 48-72 saat iginde retina damarlarinda kalici
hasara neden olur (47). Hiperoksi lipid peroksidasyonunu artirarak hiicre organellerinin lizisine,
membran hasarina, hiicre membran fonksiyonu kaybina yol acar. Ciddi hipoksi ve iskemi de ise
retinada hiicresel biitiinliiglin bozulmasi ve enerji kaybina yol agarak ROP gelisimini kolaylastirir
(48). Dogumla birlikte monitdrizasyona baglama, hiperoksiden ve tekrarlayan hipoksi - hiperoksi
donemlerinden kagimma, verilen oksijen diizeyinin 6l¢iilmesi ve kisitli tutulmasi, ROP geligimi ve
sikliginin azaltilmasi i¢in en 6nemli korucu faktorlerdir (17).

VEGF¢s/164 patolojik intravitreal neovaskiilarizasyonla iliskili VEGF izoformudur..
VEGF 65/164, VEGF’lin diger izoformlarindan daha gii¢lii proinflamatuardir. Tekrarlayan oksijen
degisiklikleri, yalniz basma hipoksinin tetikledig§i VEGFies164 (patolojik) izoform
ekspresyonundan ¢ok daha fazladir. Fakat, VEGF’iin diger izoformlari, tekrarlayan oksijen
degisiklikleri ya da hipoksinin tek basina VEGF ekspresyonunu artirmasi iizerine etkileri esittir.
Bununla birlikte, VEGF’in biitiin izoformlari, oksijenin tek devri ile karsilastirildiginda
tekrarlayan oksijen degisiklikleri tarafindan daha fazla derecede artirilmaktadir. Bu bulgular
prematiire bebeklerde siddetli ROP gelisimi lizerine tekrarlayan oksijen degisikliklerin etkili
oldugu anlayisin1 gostermektedir (50).

3. Hipo-hiperkarbi

Hiperkarbi de ROP gelisiminde 6nemli bir risk faktoriidiir. Hiperkarbi ve hipokarbi
ataklar1 ve hipokarbi ile ROP’un siddeti arasinda anlamli bir iligki saptanmistir (51,52).
Literatiirde ROP gelisiminde hipokarbi veya hiperkarbinin rolii ile ilgili olarak birbiriyle ¢elisen
caligmalar da mevcuttur. Lucey ve ark.’lar1 (53) serebral ve retinal perflizyonun azaldigi

durumlarda ROP riskinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

4. Periventrikiiler- Intraventrikiiler Kanama (IVH)
Intraventrikiiler hemoraji (IVH) evre 3, 4 ve periventrikiiler 16komalazi ile ROP arasinda

cok yakm bir iligki vardir. Bu iliskinin retinanin ndral doku yapisinda olmasi ve santral sinir
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sisteminin bazi bolgeleri ile benzer dolasim sistemine sahip olmasi ile ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir. Kan akim regiilasyonundaki bozukluklar hem santral sinir sistemini hem de

retina dokusunun zedelenmesine neden olmaktadir (54,55).

5. Vitamin A, E

Gelismekte olan retinaya serbest radikallerin oksidatif zehirlenmesi de patogenezde rol
oynayabilir. Bu nedenle A ve E vitaminin antioksidan &zelliklerinden teorik olarak
yararlanilabilir. Yapilan iki calismada A vitaminin plazma diizeylerindeki diisiiklik ROP gelisimi
ile iliskili bulunmustur. Haftada ii¢ kez 10.000 IU intramiiskiiler A vitamini verilen ileri derecede
diisik dogum agirhikli yenidoganlarda esik ROP sikligi belirgin olarak azalmistir (56).
Prematiirelerde E vitaminin plazmada normal diizeyin altinda olmas1 nedeniyle ¢esitli dozlarda E

vitamini tadavileri denenmis, ciddi seyirli ROP gelisimini azalttig1 saptanmustir (57).

6. Transfiizyon

Kan degisimi ve transfiizyonu swrasinda kullanilan kanlarin eriskin tipi hemoglobin
icermesi nedeniyle dokulara daha yiliksek oranda oksijen gitmekte ve bu durum retina
damarlarinda zedeleyici etki yaparak ROP gelisimini kolaylastirmaktadir (58). Dondr kanidaki
eritrositler kisa dmiirliidiir ve dolasimdan cekildiklerinde demir depolanir. Bu demir birikimine
yol acarak ROP gelisiminde rol oynayabilir. Serbest demirden korunma transferin ile saglanir,

fakat prematiirelerde bu proteinin diizeyi de ¢ok diisiikk bulunmustur (59).

7. Istk Etkisi
Yogun bakim iinitelerindeki 1513 ROP gelisimi iizerine etkisi tartigmalidir. Isiga maruz
kalmanin fototoksisite veya serbest oksijen radikalleri olusturarak ROP’a yol agabilecegi

diistinilmektedir (60).
8. Siirfaktan Tedavisi

Stirfaktan tedavisi ile ¢ok diisiik dogum agirlikli bebeklerin yasam oraninda belirgin

artislar elde edilmistir. Ancak siirfaktan tedavisinin ROP sikligini arttirmadigi diistiniilmektedir.
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Siklik orani degismemis olsa da yasam oranini artirmasi nedeni ile ROP’tan etkilenen mutlak
hasta sayisinda artis olmaktadir (61,62).

9. Kortikosteroid Tedavisi

Dogum 06ncesi donemde steroid kullanimmin hem ROP sikligin1 hem de ROP siddetini
belirgin olarak azalttig1 gosterilmistir. Dogum sonrast donemde kullanilan steroidlerin ROP
iizerine etkisi ise, akciger hastaligi (bronkopulmoner displazi) nedeniyle steroid tedavisi alan

hastalarda arastirilmis ve kriyoterapiye giden vaka sayisini azalttigi ileri siiriilmustiir (63,64).

10. Diger Faktorler

Erkek cinsiyet bazi ¢alismalarda bir risk faktorii olarak bulunmustur (65). Intrauterin
gelisme geriligi ile ROP arasinda da iliski olabilecegi ileri siiriilmiistiir (66). Sepsis ile ROP
arasindaki iliski, son ¢alismalarda farkli sonuglar ortaya koymaktadir (67). In-vitro fertilizasyon
uygulanan annelerin bebeklerinde ROP siklig1 diger tekniklerin uygulandigi annelerin
bebeklerine gore daha yiiksek bulunmustur (68).

Mekanik ventilasyondaki giin sayisinda artma ile ileri evrelerdeki ROP arasinda anlamli
bir birliktelik saptanmistir. Metabolik asidozu olan, resiisitasyona gerek gosteren ve APGAR
skoru diisiik olan bebeklerde de ROP riski artmaktadir (69).

Uzamis total parenteral niitrisyon, bronkopulmoner displazi ve nekrotizan enterokolitin
ROP i¢in anlamli bir risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir. Dogumdan 6nce annenin beta-bloker
kullanmasi, annede hipertansiyon, maternal diyabet, ii¢lincli trimestirde kanama, annenin
hamilelikte ¢ok sigara i¢gmesi, ¢coklu dogumlar ROP gelisimini etkileyen diger faktorleridir
(65,70).

11. Genetik faktorler

Benzer klinik 6zelliklere sahip bebeklerden, neden bazilarinda retina dekolmanina kadar
ilerleyebilen farkli siddete ROP gelistirirken, bazilarinda ROP’un geriledigi ya da ortaya
cikmadigi, cevresel faktorler disinda genetik faktorlerin de etkili olabilecegini glindeme
getirmigtir (71). Genetik faktdrlerin, ROP’un gelisimine katki saglayabilecegi 1990’larin (72)
baslarinda bir hipotez olarak agiklanmis ve etnik gruplar arasindaki farkliliklar olasiligi

desteklemistir. ROP, beyaz irkta siyahlardan daha siktir ve ROP insidansi da erkek bebeklerde
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kiz bebeklerden daha yiiksektir (73). ROP insidansinin farkli wklar arasinda gesitlilik gostermesi,
ROP patogenezinde genetik faktorlerin olast roliinii gostermektedir. Son zamanlarda, genetik
polimorfizm hipotezi iizerine yapilan birgok calisma ROP’un seyrini degistirebilir niteliktedir
(71).

Fizyolojik retinal vaskiilarizasyon yapic1 faktorler ile ROP patogenezinde rol oynayan
faktorler benzerdir. Anjiyogenezi uyaran bir ¢ok hormon ve/veya biiylime faktorii mevcuttur.
Endotel hiicre {izerinde gii¢lii mitojenik etkisi olan VEGF gerek in vivo gerekse in vitro olarak
hipoksik ya da iskemik kosullardaki hiicrelerden salinarak anjiyogenezi uyarabilmektedir.
Anjiyogenezi uyaran ve/veya inhibe eden, bir kism1 endojen ve sinerjistik olan bir¢ok faktdr ya
da hormon tespit edilmistir. Bu endojen anjiyogenik aktivatorler ve inhibitorler arasindaki hassas
denge ile anjiyogenez c¢ok ince bir sekilde kontrol edilmektedir (74,75). Giiniimiizde ROP
patogenezinde, genetik polimorfizm konusunda en sik olarak incelenen gen VEGF’dir (71). Son
zamanlarda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii (VEGFR) ile ilgili ¢alismalarda

yapilmaktadir.

a. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGEF ailesi ilk olarak 1980’lerde bulundu. Bu ailenin VEGF-A (Human-VEGF olarak da
adlandirilir), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, Plasental biiyiime faktori (PIGF) ve yilan
zehiri VEGF’1i (svVEGF, VEGF-F) adi verilen yedi liyeden olustugu goriilmiistiir (Sekil 2).
Literatlirde yer alan bircok makalede VEGF olarak isimlendirilen biiyiime faktorii, aslinda

Human- VEGF’ii ya da VEGF-A’y1 tanimlamaktadir (76).
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Sekil 2. VEGF ailesi, baglandiklar reseptorler ve etkileri

VEGF-A’nin insanlarda icerdikleri aminoasit sayis1 gore numarandirilan 9 izoformu
tanimlanmistir. Bunlar VEGF 1, VEGF45, VEGF43, VEGFi62, VEGFi65, VEGF650/164,
VEGF g3, VEGF 39, VEGF06’d1r. Hiicre igi etkinligi ve hiicre dis1 matrikse baglanma 6zelligi ile
anjiyojenezde ana rol oynayan, bu nedenle ROP tarama ve tedavisinde en ¢ok iizerinde ¢aligilan
VEGF 65164 1zoformudur (76) (Sekil 3.)

Retinada wvaskiiler ag tabakasinin primer olusumu, doku oksijenasyonun etkisi ve
VEGF’iin retinal astrositler ve Miiler hiicreleri tarafindan salinmasi ile meydana gelmektedir.
VEGF, normal ve patolojik retinal neovaskiilarizasyonda major bir anjiyogenik uyar1 olarak rol
oynar. Ayni zamanda, immatur damarlar i¢in 6nemli bir yasamsal faktordiir. VEGF, hipoksi
tarafindan tesvik edilen endotel hiicrelerin proliferasyon ve migrasyonunu tetikleyen giiclii
anjiyogenik bir faktordiir. ROP gelisiminde VEGF’in 6nemi bir¢ok deneysel ve klinik veri
tarafindan desteklenmektedir (27-28,77).
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Sekil 3. VEGF geni exon, intron ve izoformlari

b. VEGF Reseptorleri

VEGF ailesinin endotel hiicresinde etki gosterebilmesi i¢in Oncelikle ona baglanabilmesi
gerekir. Bir baska deyisle, endotel hiicreleri VEGF’den faydalanabilmek ic¢in onun
baglanabilecegi 0zgiil reseptorleri sentezlemesi gerekir (Sekil 2). Bu reseptorler bes tanedir:
VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, sVEGFR-1 ve sVEGFR-2. VEGFR-1 (flt-1) ve VEGFR-2 (flk-
1, KDR) ilk olarak embriyogenez sirasinda sentezlenirler (78,79) (Tablo 3).

VEGFR-reseptor 2 ( VEGFR-2, KDR, Flk-1) VEGF’iin etkilerine aracilik ederken, VEGFR-
1 ise ya yaniltict olarak gorev yapmakta ya da sinyal iletimini baskilayarak negatif bir etki
gostermektedir.  VEGFR-1’in rolii daha karmagiktir (78). VEGFR-1 aktivasyonu retina
damarlarin oksijen-bagimli hasarini tamamen Onlemek i¢in yeterlidir. VEGFR-1’in patolojik
neovaskiilarizasyon iizerine etkisi bulunmamaktadir (78,79). Shih ve ark.’lar1 (78) yenidogan
farelerde yaptiklar1 ¢aligmalarinda VEGFR-1’e spesifik bir agonistin damar canlilig1 i¢in gerekli
oldugunu ve vazoproliferasyon olugsmasina veya gelismesine yardimci olmadigini saptamislardir.

Hatta, bu bulgular c¢ergevesinde prematiir bebeklerde vazoproliferasyonu tetiklemeden retinal
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iskemiyi Onlemek amaciyla VEGFR-1 spesifik ligandlarla tedavinin olas1 Onemini
vurgulamaktadirlar. VEGFR-2 cogunlukla noéral retinadan salinir. VEGFR-2’in esas olarak
anjiyogenez, proliferasyon ve migrasyon etkilerinin oldugu gosterilmistir. Deney hayvanlarinda
(farelerde) yapilan bazi calismalarda, VEGFR-2’nin eksik ya da bozuk ekspresyonunda bu
hayvanlarin hematopoietik prekiirsorlere, farklilagmis endotel hiicrelerine ve organize kan
damarlarina sahip olmadiklar1 goriilmiistiir (80). VEGFR-2 yenidogan retinasinda VEGF-A
etkilerinin ortaya ¢ikmasinda énemli bir reseptdrdiir. Iskemi- bagimli retinal neovaskiilarizasyon
olusturulan bir hayvan model ¢aligmasinda, immunohistokimyasal olarak VEGFR-1 ve VEGFR-
2 diizeylerine bakilmis. VEGFR-2 normoreaktivitesi avaskiiler alanda damarlarin yakininda
artarken, hipoksik retinada VEGFR-1 diizeyleri kontrol grubuyla ayni seviyelerde tespit
edilmistir. VEGFR-2 salinimi1 patolojik neovaskiilarizasyon ve fizyolojik dogum sonras1 damar

gelisiminde azalma ile iliskili bulunmustur (78).

s Biiyime : - s
Reseptdrler Faktorieri Bivolojik Etkileri
VEGF-A Hucre-hlcre ve hicre-
. VEGF-B | matrix iligkisinin konfrold,
VEGER sWEGF vaskllogensz ve wuzak
PIGF reseptir
VEGF-A
VEGF-C | anjicienez, proliferasyon ve
VEGFR2, | VEGED |~ AET, PSS
VEGF-E el
sWEGF
i YEGF-C Lenfanjiojenez, lenfatik
VEGFR-3 VEGF-D metastaz
VEGF-A
: VEGF-B VEGFR-1in kompetitif
SVEGFR-1 | SwWEGF | inhibitard
PIGF
VEGF-A
VEGF-C . : - .
sEGERZ | vEGFD | YEGFR-Tebonzo e
VEGF-E | (@rastm alar slriyaor)
sWEGF

Tablo 3. VEGF reseptorleri, ligandlar ve etkileri
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Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) ve HGF Reseptorii (c-Met )

HGF multifonksiyonel bir biiyiime faktoriidiir. HGF, anjiyogenezde dnemli rol oynayan
giiclii bir mitogenik, motogenik (haraketliligi saglayan) ve morfogenik faktordiir. HGF reseptorii
(HGFR), c-Met olarak da bilinir. HGF, sadece mezenkimal kaynakli hiicrelerden salgilanir.
Fakat, c-Met ise temel olarak epitelyal hiicreler tarafindan salgilanir. Bunun yaninda vaskiiler
endotel hiicreleri, lenfatik endotel hiicreleri, noral hiicreler, hepatositler, hematopoetik hiicreler
ve perisitler tarafindan da salgilanir. HGF/c-Met sinyal ileti yolu sadece embriyogenez ve
gelisimde rol oynamaz, ayni zamanda anjiyogenezde de dnemli bir rol oynar (Sekil 4). HGF/c-
Met bir¢ok sinyal ileti yolu endotel hiicrelerini hem direkt hem de indirekt uyarir. Motogenik
(hareketliligi saglayan) ve morfogenik etkilerini direkt olarak, diger anjiyogenez faktdrlerin
diizenlenmesi tarafindan indirekt olarak etkiler. HGF, endotel hiicrelerinde VEGF ve VEGFR
gibi anjiyogenik faktorlerin salmimimni artirirlar. HGF/c-Met sinyal ileti yolu anjiyogenez {lizerine
VEGF/VEGFR ile birlikte sinerjik etki gdstermektedir. Giinlimiizde HGF/c-Met sinyal ileti
yolunun anjiyogenez iizerinde 6nemli bir rol oynadigi i¢in, anjiyogenezi 6nlemek i¢in umut verici
bir tedavi hedefi haline gelmistir (81,82).

Literatiirde, HGF’nin ROP anjiyogenezi {lizerine etkilerini gosteren fazla veri
bulunmamaktadir. Lashkari ve ark.’lar1 (83) evre 5 ROP’lu gozlerde subretinal sivi 6rneklerinde
VEGF ve HGF protein seviyelerini incelemislerdir. Evre 5 ROP sivi 6rneklerinde hem VEGF
hem de HGF seviyelerinin artmis oldugunu saptamislardir. Calismalarinda ROP patogenezinde

HGEF’in 6nemli bir rol oynadigini1 gostermislerdir.
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Sekil 4. HGF/c-Met ileti yolag: ve fonksiyonlar1 (Ma PC, Tretrakova MS, Nallasura V ve ark.
Downstream signalling and specific inhibition of c-Met/HGF pathway in small cell lung

cancer: implications for tumour invasion. BrJ Cancer. 2007;97:368-377)
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MATERYAL VE METOD

Bu calisma Aralik 2006 ile Subat 2009 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali, Pediatrik Oftalmoloji Birimi, Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali ve Cocuk Sagligi1 ve Hastaliklari Anabilim Dali, Neonotoloji Birimi
tarafindan multidisipliner bir sekilde, prospektif ¢ift kor olarak yapildi. Caligmaya Pediatrik
Oftalmoloji Biriminde Prematiirite nedeniyle takip edilen 123 bebek dahil edildi. Calisma Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Etik Kurulu tarafindan 7 Aralik 2006°de 2/2 protokol no ve
04/24/2006 say1 ile onaylandi. Helsinki Deklarasyonu Prensiplerine uygunlugu ise DEU Tip
Fakiiltesi Hastanesi etik kurulu tarafindan onaylandi. Etik Kurul yOnergelerine uyularak
caligmaya alinan tiim hastalarm aileleri bilgilendirildi ve onamlar1 alindi. Caliymaya gestasyonel
dogum haftas1 < 34 hafta olan prematiire dogan bebekler alindi. Aile Oykiisiinde Familyal
eksudatif vitreoretinopati (FEVR) varligi, Norrie hastaligi veya akraba evliligi ve atipik ROP

varlig1 bulunan prematiire bebekler ¢aligma dis1 birakildi.

Prematiire Muayenesi:

Prematiirite nedeniyle takip edilen ya da takip edilecek olgularda fundus
muayeneleri i¢in dilatasyon amagli % 50 sulandirilmis Sikloplejin® ( Siklopentolat HCI %1 ) ve
Tropamid® (Tropikamid %0.5) kullanildi. lyi dilate olmayan olgularda Mydfrin® (Fenilefrin
%2.5) ilave edildi. Dilatasyon amagl kullanilan damlalar her iki géze 5 dakika arayla iki kez
damlatildi. Prematiire bebeklerde fundus muayenesi damlalardan 45 dakika sonra ROP
konusunda uzman hekimler tarafindan +20D’lik lens yardimi ile indirekt oftalmoskopla dncelikle
optik disk ve makiila sonra coktiiriilerek periferik retina incelendi olgular ICROP’a gore
smiflandirildi. ROP gelisen hastalarda tedavi Early Treatment for Retinopathy of Prematurity
(ETROP)’ye gore diizenlendi (38). Aralik 2006- Eyliil 2008 tarihleri arasinda hastalar sadece
klinik muayene bulgularina gore izleme alindi, Eyliil 2008 tarihinden sonra ise takip edilen
hastalarda klinik muayene bulgular1 ile birlikte ROP gelisen hastalarda 6zellikli olgularm
RetCam II (RetCam 120, Massie Lab, Pleasanton, CA, USA) goriintii kayitlar1 alinarak
arsivlendi. ROP gelismeyen ya da Evre I/Il ROP gelisip, zamanla gerileyen olgular retina

damarlanmalar1 tamamlanana kadar 1-2 hafta araliklarla izlendi. Tedavi edilen hastalarda ise
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fundus bulgular1 sakinlesene ve lazer spotlar1 iyice belirginlesene kadar diizenli araliklarla

izlendi.

Prematiire Infantlarin Gruplandirilmast:
Muayene edilen bebeklar nihai fundus bulgularina gore ti¢ gruba ayrildi.
a. Grup 1: Tedavi edilen ve ileri Evre ROP hastalar1 (tedavi gerektiren ROP)
b. Grup 2: Kendiliginden gerileyen ROP hastalar1
c. Grup 3: ROP gelismeyen prematiire bebekler- Kontrol Grubu

Calismaya alinan 123 prematiire bebegin gruplara gore dagilimi; Grup 1: 42 (%34.1) olgu,
Grup 2: 50 (%40.7) olgu ve Grup 3: 31 (%25.2) olgu idi.

Kan Orneklerinin Alinmast:

Prematiiritelige bagli sistemik sorunlar nedeniyle kan transfiizyonu gerceklestirilen
hastalarda, kandaki sekilli elemanlarin yikilip temizlenmesi ve bebeklerin kaninin kendini tekrar
yenileme siiresi olan {i¢ aylik silire zarfinda kan alinmadi. Transflizyon gergeklestirilen
bebeklerde, ROP ve prematiiriteye bagli gelisebilecek sorunlar nedeniyle diizenli takipleri
yapilirken > 3 ay siireden sonra kan alim islemi gergeklestirildi. Sistemik durumu kotii olan ya
da hemoglobin diizeyleri diisiik/siirda olan olgularda kan alimi, bebeklerin iyilesme zamanina
ertelendi

Kan alinma islemi Cocuk Saglig: ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Kliniginde, Neonotoloji
uzmanlar1 tarafindan sepsis- antisepsis kriterlerine uygun gergeklestirildi. Caligma kriterlerine
uygun olan tiim bebeklerden c¢aligsma siiresi boyunca tek bir kez kan alindi. Kan alinacak bolge
alkollii pamuk ile temizlendikten sonra her bir olgu i¢in 2 tane EDTA’l1 tiipe toplam 4 ml olacak

sekilde kan alindi. Alian kan 6rnekleri numarandirildi ve -20 °C’de saklandi.

Hasta orneklerinden DNA izolasyonu yapilmasi:
EDTA’L tiiplere alinarak -20 °C’de saklanan hasta kanlar1 oda sicakligina getirilerek
¢oziildiikten sonra her bir 6rnekten 200 pl alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiipler icerisine aktarildi.

Bu agsamadan sonra DNA izolasyonu i¢in Invitrogen marka “DNA izolasyon kiti” kullanilmigtir
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(Invitrogen, K182104). Ependorf tiip icerisine alinan kan 6rneginin tizerine 20 ul “Proteinaz K”,
daha sonra ise 200 pl “lizis tamponu” eklenerek Ornekler hizlica vorteks (Labnet, Labnet
Internationel, Inc.) ile karistirilarak homojenize edildi. Daha sonra oOrnekler 55 °C’lik su
banyosunda (Grant, LTD6G) 15 dk inkiibe edilerek eritrositlerin ve lenfositlerin parcalanarak
hiicre igeriginin serbest kalmasi saglandi. inkiibasyon sonunda drneklerin iizerine 500 ul %96’ lik
etanol (Applichem, A3678) eklenerek vorteks ile homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnekler
DNA baglayici 6zelligi olan kolonlar igerisine yiiklenerek 10,000 g’de 1 dk santrifiij (Eppendorf,
Centrifuge 5415R) edildi. Santrifiigasyon ile orneklerde bulunan DNA kolona baglh kalirken
diger kan bilesenleri kolonun altinda bulunan toplama tiipiine ge¢mesi saglandi, boylece lenfosit
DNA’lar1 diger kan elemanlarindan ayrildi. Kolona takilan DNA disindaki bilesenlerin
temizlenmesi amactyla kolonlar kit icerisinde bulunan “yikama tamponlarr” ile muamele edilerek
10,000 g de tekrar santrifiijlendi. Son olarak kolona bagli DNA’y1 izole etmek i¢in “eliisyon
tamponu” kolona eklendi ve 16,000 g’de 3 dk santrifiijlenerek DNA nin kolondan ayrilmasi
saglandi. izole edilen DNA’lar sonraki islemler i¢in +4 °C sicaklikta saklandi.

DNA kalitesi ve miktarinin belirlenmesi:

Izole edilen DNA’larin miktar dl¢iimleri spektrofotometrik olarak belirlendi. Elde edilen
DNA orneklerinden 2,5 pl alinarak “Picodrop spektrofotometre” (Thermo Picodrop 1.0) ile 260
nm ve 280 nm’deki absorbsiyonlar1 6l¢iildii. 260 nm’deki absorbsiyon degerleri DNA miktarini
belirlemek i¢in kullanilirken, 260/280 orani elde edilen DNA’nin safligint belirlemek i¢in
kullanildi (84). Elde edilen DNA’lar, DNA safliginin 1.6-2.1 araliginda olmas1 ve 50-100 ng/pl
miktarinda ise izolasyon basarili olarak kabul edildi ve bir sonraki basamaga gecildi.

Izole edilen DNA’larin kalite kontrolii ve PCR reaksiyonlarmda kullanilabilirligini test
etmek i¢in de DNA agaroz jel elektroforezi kullanildi. Bunun i¢in ilk 6nce 0.5x-TBE (Tris-borat-
EDTA) tamponu igerisinde %?2 agaroz (Applichem, A2114) iceren jeller hazirlandi. DNA’nin
agaroz jel icerisinde goriinlir hale getirilmesi amactyla 1 pg/ml konsantrasyonunda etidyum-
bromiir (E7637-1 G, SIGMA) eklendi. Jeller donduktan sonra her bir DNA 6rneginden 200 ng
alinarak 6x-yiikleme tamponu (Fermentas, R1151) ile karistirilarak kuyulara yiiklendi. Jeller
0.5x-TBE tamponu igeren elektroforez tankinda (Amersham Biosciences) akimdan negatif

kutuptan (-) pozitif kutba (+) dogru yiiriitiildii ve Ornekler 2 saat yiiriitiildikten sonra jeller
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ultraviyole 15181 altinda transliiminator (Vilber Lourmat, Infinity-Capt.) ile goriintiilendi. Her bir

ornek icin DNA’nin tek bant seklinde goriilmesi halinde bu DNA kaliteli olarak kabul edildi.

Incelenecek gen bélgelerinin segimi ve primer tasarimi:

Incelenecek olan VEGF, VEGFR, HGF ve c-Met genlerine ait referans dizileri Amerikan
Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) biinyesinde bulunan Ulusal Tip Kiitliiphanesi (NLM)’nin Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veritabanindan indirildi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Kullanilan referans dizilere ait erisim kodlar1 asagida listelenmistir.

VEGF: AF095785 (promotor), NM 001025366 (mRNA)
VEGFR: X89776 (promotor), NM_ 002253 (mRNA)
HGF: E09626 (promotor), NM_000601 (mRNA)

c-Met: AF046925 (promotor), NM_ 000245 (mRNA)

Daha sonra bu genlere ait promotor bdlgeler primer 3 programi kullanilarak primer tasarimi
islemine gecildi. VEGF geni icin literatiirde daha dnce ROP ile iliskili olabilecegi 6ne siiriilen
-1498. (literatiirde -460 olarak da gegmektedir) ve -634. (literatiirde +405 olarak da gecmektedir)
niikleotidlerdeki polimorfizlerin belirlenmesi amaciyla iki farkli primer tasarimlandi. -1498.
niikleotidte bulunan polimorfizmi belirlemek i¢in, bu niikleotidin 400 bp (baz ¢ifti) ilerisinde ve
400 bp gerisinde bulunan diziler secilerek elektronik bir primer tasarimi programi olan “Primer

3” programima aktarildi (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). GC-icerigi diisiik, 3’-ucunda baz

eslesmeleri icermeyen, baglanma sicakliklar1 birbirine yakin olan primer ¢iftleri Primer 3
programi yardimiyla hazirlanarak secildi. Bu primer c¢ifti daha sonraki basamaklarda -1498.
niikleotidi icerecek sekilde ilgili gen bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmasinda ve sonrasinda PCR
triiniiniin dizileme ile belirlenmesinde kullanildi. -1498. niikleotidten farkli olarak, -634.
niikleotidin oldugu bolge bir restriksiyon enzimi tanima noktasit oldugundan, bu noktadaki
polimorfizmlerin belirlenmesi igin restriksiyon enzimi kesimine uygun bir primer ¢ifti
tasarlanmistir. Yine -634. niikleotidin 400 bp ileri ve gerisindeki alan secilerek primer 3
programma aktarilarak bu bolgeyi PCR ile ¢ogaltmaya ve restriksiyon enzimi kesimine uygun

primer ciftleri tasarland.
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VEGF geninin promotor bolgesinde bulunan -1498. ve -634. niikleotidlerdeki
polimorfizmler spesifik olarak belirlenirken, literatiirde ¢alismamizda ilk kez yapildig1 icin
VEGFR, HGF ve c-Met genlerinin minimal promotor bdlgeleri dizileme yontemi ile tamamen
tarand1. Bu amagla ilgili genlerin promotor bolgeleri almarak Primer 3 programinda maksimum
800 bp (dizileme yonteminin iist sinir1) olacak sekilde primer ¢iftleri tasarlandi. Uygun primer
ciftleri secildiginde bu genlerin PCR ile cogaltilabilecek olan niikleotidleri asagidaki gibi

olusturuldu.

VEGFR: -36 ve -600 arasindaki 564 bp uzunlugundaki bolge
HGF: +17 ve -575 arasindaki 558 bp uzunlugundaki bolge
c-Met: -23 ve -477 arasindaki 454 bp uzunlugundaki bolge

Primer ¢iftleri tasarlandiktan sonra ticari olarak Avusturya’dan MWG firmasina her bir
primer ¢iftinden 0.5 nmol olacak sekilde sentezlettirildi ve liyofilize olarak teslim alindi.
Liyofilize durumdaki primerler, pl’de 100 pmol primer icerecek sekilde DNaz, RNaz icermeyen
molekiiler biyolojik diizeyde distile su (dH,O) ile sulandirildi. PCR reaksiyonlar1 i¢in ise, 100
pmol konsantrasyonundaki stok primerlerden 1:10 diliisyon yapilarak optimizasyon sonrasi
uygun bulunan 10 pmol konsantrasyonunda ¢aligma primerleri olusturuldu. Hem stok, hem de
caligma konsantrasyonundaki primerler -20 °C’de saklandi. PCR reaksiyonundan dnce primerler

oda sicakligma getirilip ¢oziilerek kullanildi. Tasarlanan biitiin primer dizileri Tablo 4’de verildi.
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Tablo 4. Tasarlanan primer dizileri ve beklenen iiriin uzunluklari.

Incelenen | Primer yénii | Primer dizisi Beklenen PCR
bolge (5-3) iiriinii uzunlugu
VEGF Ileri AAGCCCATTCCCTCTTTAGC 339 bp
-1498 Geri AGGGAGCAGGAAAGTGAGGT
VEGF Ileri ACTTCCCCAAATCACTGTGG 481 bp
-634 Geri GCCCGAGCTAGCACTTCTC
VEGFR Ileri GGCAAGCGATTAAATCTTGG 564 bp
Geri GGGAGCCGGTTCTTTCTC
HGF Tleri CGCTTTCTTCTTCTGCTGCT 558 bp
Geri AGTTTGGTCACCCACATGGT
c-Met Ileri CCATGCCGTATCAGGAAATC 454 bp
Geri GATATCTTCGTTATTGAAAGTCATGG

PCR reaksiyonlarin optimize edilmesi:

PCR reaksiyon kosullarmin ve eklenecek konsantrasyonun belirlenmesi i¢in bir seri
optimizasyon reaksiyonu kuruldu. Optimize edilen kosullar arasinda primerlerin
konsantrasyonlar1 ve baglanma sicakliklar1 (annealing temperature), MgCl, konsantrasyonu, PCR
reaksiyonunun dongili sayisi (cycle number) bulunmaktadir. Her bir primer ¢ifti i¢in Primer 3
programinda hesaplanan teorik baglanma sicakliklar1 ile optimizasyon deneylerine baslandi. Bu
sicaklikta farkli MgCl, konsantrasyonlarinda (1,5 mM, 3 mM ve 4.5 mM) PCR reaksiyonlar1
kurulduktan sonra elde edilen iirlinler agaroz jel elektroforezine yiiklenerek goriintiilendi. Tiim
denemeler sonunda tek bir keskin bant veren non-spesifik bant icermeyen PCR reaksiyon
kosullar1 optimum olarak kabul edildi ve sonraki basamaklarda bu kosullar kullanildi. Her bir

primer ¢ifti i¢in optimize edilen kosullar Tablo 5’de gosterildi.
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Tablo 5. Her bir primer ¢ifti icin optimum oldugu belirlenen PCR kosullar.

Primer cifti Baglanma sicakhg MgCl, Dongii sayis1
konsantrasyonu

VEGF, -1498 57 °C 2 mM 33

VEGF, -634 60 °C 1.5 mM 35

VEGFR 59 °C 3 mM 30

HGF 57 °C 1.5 mM 33

c-Met 56 °C 3 mM 35

Ilgili gen bélgelerinin PCR reaksiyonlar ile ¢cogaltilmasi:

VEGF, VEGFR, HGF ve c-Met polimorfizmlerinin belirlenmesi igin ilgili gen bolgeleri

PCR ile ¢ogaltildi. Her bir gen i¢in genin ilgili bdlgesine spesifik olarak tasarlanan primer ciftleri

PCR reaksiyonlarinda kullanildi. PCR reaksiyonlarinda, kalip olarak kullanilan hasta 6rnegi

sayisina gore ana-karisim (mastermix) hazirlandi. Ana-karisim icerisinde kullanilan stok

malzemeler su sekildedir:

10x-PCR tamponu (Fermentas, B34),

25 mM MgCl, (Fermentas, R0971),

10 mM dNTP-set (Fermentas, R1122),

10 pmol gen spesifik primer ¢ifti,
5 unit/ul Taq DNA polimeraz (Fermentas, EPO402),
Molekiiler biyolojik diizeyde dH,O (Gibco, 10977023).

Her bir PCR reaksiyonu 50 pl hacimde olusturuldu. 50 pl’lik bir PCR reaksiyonu i¢in

kullanilan malzemelerin son konsantrasyonlar1 ise su sekilde idi: 1x-PCR tamponu, her bir primer

cifti icin farkli olarak optimize edilen MgCl, konsantrasyonu (yukaridaki tabloda optimize
kosullar verildi), 0.2 mM dNTP-set, 0.2 pmol/ul primer ¢ifti, 2.5 linite Taqg DNA polimeraz. Bu
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sekilde ana-karisgim hazirlandiktan sonra 0.2 ml hacimdeki PCR tiipleri (Greiner, 652201)
icerisine esit olarak dagitildi ve en son olarak da her bir tiipe farkli hastalara ait DNA
orneklerinden 100 ng olacak sekilde eklendi. Kontrol olarak DNA icermeyen dH,O eklenmig
PCR karigimi kullanilmistir. Ornek DNA’lar da eklendikten sonra tiipler santrifiij ile spin edilerek
tiipiin ¢eperlerinde kalan reaksiyon bilesenleri ¢oktiiriildii. Ardindan 6rnekler Techne marka (TC-
512) termal-dongiileyici (Thermal-Cycler) icerisine yerlestirilerek her bir primer ¢iftine gore
optimize edilen kosullarda cihaz programlandi. Programlanan dongiiler ve stireleri asagidaki

gibidir:

95 °C’de 5 dk (baslangi¢ denatiirasyonu)
95 °C’de 1 dk (denatiirasyon)
30-35 tekrar 56-60 °C’de 1 dk (uzama)
72 °C’de 1 dk (sentez)
72 °C’de 5 dk (son sentez)
4 °C’de bekletme (koruma)

Programlanan dongii bittikten sonra reaksiyonlar cihazdan alinarak +4 °C’de saklandi.
Sonuglar 5’er ul PCR almmarak % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi ile degerlerlendirildi. Bunun i¢in
5 ul PCR ornegi 1 pl 6X-ylikleme tamponu ile karistirildi ve elde edilen 6 pl’lik 6rnek %2
konsantrasyonda daha dnceden dokiilen agaroz jellerin kuyularina yiiklendi. Biitiin 6rneklerin en
basina da, uzunluklar1 bilinen ticari belirteg DNA (Fermentas) 6rneginden de 0.5 pg oraninda
yiikkleme yapildi. Agaroz jeller 0,5X-TBE tamponu icerisinde 70 V’da 60 dk yiiriitiilerek 6rnek
DNA’larin acilmasi saglandi. Yiriitme isleminin sonunda jeller UV-transilluminatér altinda
incelendi ve PCR iirlinlerinin bant verip vermedigi, ayrica bandin belirte¢c DNA’ya gore dogru
biiyiikliikkte olup olmadig: kontrol edildi. Belirtec DNA dikkate alindiginda uygun biiyiikliikte
bant veren, ayrica non-spesific bantlar igermeyen PCR ornekleri sonraki basamaklar olan

dizileme ve restriksiyon enzim kesimi i¢in kullanildi.
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Restriksiyon enzim kesimi ile polimorfizm belirlenmesi:

VEGF -634. niikleotidte bulunan polimorfizmin belirlenmesi amaciyla BsmFI restriksiyon
enzimi (New England Biolabs, R0572) kullanildi (EK-1). Bu enzimin kullanilmasinin nedeni
VEGEF -634. niikleotidi de iceren bolgenin bu enzimin tanima dizisi olan 5°...GGGAC(N)yo...3’
’y1 igermesidir. Polimorfizm varliginda bu kesim noktasi ortadan kalkar. VEGF geninin -634.
niikleotidini igeren kismi spesifik olarak tasarlanan primer c¢iftleri kullanilip PCR ile
cogaltildiktan sonra PCR firlinlinden 10 pl alinarak kesim islemine gecildi. Restriksiyon
kesiminde, BsmFI restriksiyon enziminden 10 {inite ve bu enzimin en iyi ¢alistig1 tampon olan
NEB tamponundan (Buffer-4, New England BioLabs Inc.) da 1 pl alinarak PCR iiriinleri ile
karistirildi. Elde edilen karigim termal dongiileyici igerisine alinarak asagidaki programda kesim

islemi yapildi:

60 °C’de 60 dk (kesim)
80 °C’de 20 dk (enzim inaktivasyonu)
4 °C’de bekletme (koruma)

Kesim islemi sonunda 6rneklerin tamami (20 pl) 6x-yiikleme tamponu ile karistirildiktan
sonra %?2’lik agaroz jellere yiiklendi. Bant biiyiikliiklerini belirlemek i¢in 100 bp lik DNA-
belirteci kullanildi. Ornekler 70 V°da 60 dk yiiriitiildiikten sonra UV-15181 altinda gériintiilendi.
Incelenen orneklerde kesim fiiriinlerinin varligi ve yokluguna bakilarak polimorfizm olup
olmadig1 asagidaki 6zelliklere gore belirlenmistir:

e Spesifik primer ¢iftleri ile baglangista cogaltilan VEGF gen bdlgesinin uzunlugu
481 bp’dir.

e BsmFI restriksiyon enzimi, -634. niikleotidin de i¢inde oldugu
5°...GGGAC(N)j¢...3’ tanima dizisine sahiptir ve bu tanima dizisi normal
bireylerde bulunan dizidir.

e Normal bir bireyden gelen oOrnekler BsmFI restriksiyon enzimi ile muamele
edildiginde, enzim tanima dizisinden kesim yapacagi i¢in 181 bp’lik ve 300 bp’lik
iki DNA bant1 goriiliir.
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e Eger birey homozigot olarak -634. niikleotidde polimorfizm tasiyorsa BsmFI’in
tanima dizisi degismis olacagindan enzim kesim yapmayacaktir ve dogal olarak 481
bp’lik tek bir bant goriilecektir.

e Eger birey heterozigot ise, allellerden birisi BsmFI tarafindan kesilecek, digeri ise
kesilmeyecektir. Sonu¢ olarak jelde hem kesilmemis 481 bp’lik bant, hem de
kesilmis 181 bp’lik ve 300 bp’lik olmak iizere toplam 3 adet bant goriilecektir.

Bu sekilde biitiin kesim {irlinleri incelenerek polimorfizm igerip igermedikleri ve bu

polimorfizm agisindan homozigot ya da heterozigotluklar1 belirlenmistir.

DNA dizi analizi (sequencing yontemi ile niikleotid degigimlerinin belirlenmesi):

VEGF -1498. niikleotid i¢in ve VEGFR, HGF ve c-Met genlerinin minimal promotor
bdlgelerinin taranmasi igin DNA dizi analizi yontemi kullanildi. Bu genlere ait taranacak bolgeler
spesifik primer ¢iftleri ile yukarida PCR reaksiyonlar1 kisminda anlatildigi gibi c¢ogaltildi.
Orneklerin agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmesi sonrasinda spesifik olmayan intakt
bantlar1 olan orneklerin 45 pl’si dizileme icin kullanildi. Dizileme islemi i¢in Macrogen
firmasindan hizmet alimi yaptirildi. Her bir 6rnegin dizilemesi hem ileri (forward) hem de geri
(reverse) yonde olmak iizere iki kez kontrollii olarak yinelendi. Dizi analizi sonuglarmin “‘pik”’
degerleri incelenerek giivenilir oldugu kontrol edildikten sonra elde edilen dizilerin her biri
referans dizileri ile karsilagtirilarak niikleotid degisimlerinin olup olmadigina (mutasyon ya da
polimorfizm) degerlendirilmistir. Degisim goriilen Ornekler dogrulanmasi i¢in 2. kez
dizilenmistir. Ayrica dizileme sonucunda tam olarak okunmayan ve kromatogrami iizerindeki
piklerde karsiklik olan 6rnekler bulundugunda da bu 6rnekler yeniden dizilenmistir. VEGF-460,
VEGFR, HGF ve c-Met genlerinin minimal promotor bdlgelerinin referans dizileri sirastyla

EK-2, EK-3, EK-4 ve EK-5 de verilmistir.
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Istatistiksel Degerlendirme

Caliymada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analiz i¢in SPSS 15.0
bilgisayar paket programi (Statistical Program in Social Sciences) kullanilarak yapilmaistir.
Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart sapma)
yanisira niceliksel verilerin karsilastirilmasinda normal dagilim gosteren parametrelerin gruplar
aras1 karsilagtirmalarinda Oneway Anova testi ve Post Hoc test olarak Tukey HDS testi
kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Pearson Ki-kare testi kullanildi. Gruplar
arasi varyans analizinde Bonferroni diizeltmesi kullanildi. Sonuglar % 95’lik giiven araliginda,

anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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BULGULAR:

ROP progresyon ve regresyonunun VEGF, VEGFR, HGF ve c-Met promotor gen
polimorfizm ile iliskisini anlamak amaciyla, ¢aligmaya toplam 92 ROP gelisen prematiire bebek
dahil edildi. Kontrol grubu olarak ROP gelismeyen 31 prematiire bebek alindi. Toplam 123
prematiire bebegin dagilimi (Sekil 5); 42 (% 34.15) olgu Grup 1, 50 (% 40.65) olgu Grup 2 ve 31
(% 25.2) olgu ise Grup 3 (Kontrol grubu) seklinde idi. Calismaya alinan tiim bebeklerin 55’1 (%
44.7) kiz ve 68’1 (% 55.3) erkek idi. Cinsiyet dagilim1 yoniinden gruplara bakildiginda, Grup 1’de
16 (%38.1) kiz ve 26 (% 61.9) erkek, Grup 2°de 24 (% 48) kiz ve 26 (% 52) erkek ve Grup 3’te
ise 15 (%48.4) kiz ve 16 (%51.6) erkek idi. Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi ydniinden
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.568, pearson Ki-kare testi). Caligmamizda,
prematiire olarak dogan bebeklerde erkek cinsiyet kiz cinsiyetten daha fazla bulundu. Fakat,
cinsiyet ve siddetli ROP arasinda iliski saptanmadi. Gruplarin cinsiyet dagilimi Sekil 6’da

goriilmektedir.

Prematiire
bebeklerin

dagilim
D ROP (-)
O Gerileyen ROP (+)
Tedavi gerektiren
Erop (+)

25,20%
25,20

Sekil 5. Prematiire bebeklerin dagilim
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Cinsiyet

50 O kiz
45 m erkek
40
35
30 | 26 24 26

25 -

201 16 15 16
15 -
10

Prematiire infant sayisi

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Sekil 6. Gruplarin cinsiyet dagihim

Tiim prematiire bebeklerin gestasyonel yaslari 24 ile 34 hafta arasinda degismekte olup, ortalama
29.6+2.4 haftaydi. Dogum agirliklar1 ise 595 ile 2700 gr arasinda olup, ortalama 1289.2+354.8 gr
idi. Grup 1 bebeklerin dogumda ortalama gestasyonel yaslar1 28.2+2.4 hafta, ortalama dogum
agirhgl ise 1141.4+£372.7 gr olarak bulundu. Grup 2 bebeklerin dogumda ortalama gestasyonel
yaslar1 29.742.0 hafta ve ortalama dogum agirlig1 ise 1305.9+290.4 gr olarak saptandi. Grup 3’te
(Kontrol Grubu) ise dogumda ortalama gestasyonel yaglar1 31.5+1.8 hafta ve ortalama dogum
agirhigl ise 1462.5+349.8 gr olarak saptandi. Grup 1°teki bebeklerin ortalama gestasyonel yaslari
Grup 2 ve Grup 3’teki bebeklere gore anlamli derecede diisiiktii. Dogumda ortalama gestasyonel
yas acisindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptandi. (p=0.0001). Grup
1’deki bebeklerin ortalama dogum agirliklar1 da Grup 2 ve Grup 3’e gore anlamli diisiik saptandu.
Fakat gruplar arasinda ortalama dogum agirligi yoniinden sadece Grup 1 ve Grup 3 arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptanmistir (p=0.001). Grup 1 ve 2 ile Grup 2 ve 3
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Sirasiyla; P=0.62, P=0.13). ROP gelisim
riski ve siddeti ile diisiik gestasyonel yas ve diisik dogum agirhigi arasinda korelasyon
bulunmaktadir. Gestasyonel yas ve dogum agirligi diistikce ROP gelisim riski artmaktadir.

Prematiire bebeklerin demografik 6zellikleri Tablo 6’da verildi.
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Tablo 6. Prematiire bebeklerin dagilimi ve demografik ozellikleri

ROP () Regrese ROP(+) Tedavi gerektiren P

ROP(+)
Prematiire bebek say1(%) 31 (25.2) 50 (40.7) 42 (34.1)
sayisi
Cinsiyet (Kiz/Erkek) 15/16 24/26 16/26 0.568*
Dogumda gestasyonel yas
(=SD) 31.5+1.8 29.742.0 28.2+2.4 <0.001"
Dogum agirhg (+SD) 1462.5£349.8 1305.9+290.4 1141.4£372.7  <0.001"

P*: Ki-kare testine gore ii¢ grubun karsilastirilmasi

P*: ANOVA testi

Olgular VEGF -634 polimorfizmi acisindan degerlendirildiginde Resim 6’da
Ornek jel elektroforezi sonucunda da goriilecegi gibi genin her iki alelinde de polimorfizm
saptanmayan (119, 126, 127, 128, 131 ve 133) ve bu nedenle enzim kesim bdlgesi degismeyen
olgularin yani sira VEGF -634 polimorfizmi agisindan heterozigot (125, 130 ve 134) oldugu i¢in
kesim bolgesi kaybolan ve kesilen aleleri bir arada bulunduran olgular ve homozigot (121, 129 ve

132) oldugu i¢in her iki aleli de restriksiyon enzimi tarafindan kesilemeyen olgular saptanmistur.
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Resim 6. Goriildiigii gibi 119, 126, 127, 128, 131 ve 133 numarah hastalarda kesim
sonucunda iki bant olusmustur, bu goriiniim yabanil genotipi gostermektedir. 120,
122, 123, 124, 125, 130 ve 134 numaral hasta orneklerinde ise hem kesilmis hem de
kesilmemis olmak iizere ii¢ bant goriilmektedir, bu oOrneklerde heterozigot
polimorfizm tasiyicis1 oldugunu gostermektedir. 121, 129 ve 132 numarah orneklerde
ise kesim olmamistir, tek bir bant iceriyor, bu 6rnekler ise homozigot polimorfizm

tasiyicihigimi gostermektedir.

VEGF-634 polimorfizm analizinde, Grup 1’1 olusturan 42 prematiire bebegin 17’ sinde
(% 40.5) polimorfizm saptanirken, 25’inde (%59.5) polimorfizm saptanmamistir. Grup 1
prematiire bebeklerin genotip dagilimina bakildiginda; 25’ inde (%59.5) yabanil (G/G), 11’ inde
(%26.2) heterozigot (G/C) ve 6’sinda (%14.3) homozigot (C/C) olduklar1 saptandi. Grup 1
preterm bebeklerin alel sikligi, 61 adet Guanin (%72.6) ve 23 adet Sitozin (%27.4) haplotipi
olarak belirlenmistir. Grup 2’i olusturan 50 prematiire bebegin 21’mde (%42.0) polimorfizm
saptanirken, 29°da (%58.0) polimorfizm saptanmamistir. Grup 2 prematiire bebeklerin 29’inda
(%58.0) yabanil (G/G), 18’ inde (%36.0) heterozigot (G/C) ve 3’liniin (%6.0) homozigot (C/C)
genotipe sahip olduklar1 saptandi. Grup 2 preterm bebeklerin alel siklig1, 76 adet Guanin (%76.0)
ve 24 adet Sitozin (%24.0) haplotipi olarak belirlenmistir. Kontrol grubunu (Grup 3) olusturan 31

40



prematiire bebekten 11’inde (%35.5) polimorfizm saptanirken, 20’sinde (%64.5) polimorfizm
saptanmad1 (Sekil 7). Kontrol grubundaki bebeklerin 20’sinde (%64.5) yabanil (G/G), 8 inde
(%25.8) heterozigot (G/C) ve 3’{iniin (%9.7) homozigot (C/C) genotipe sahip olduklar1 saptandu.
Kontrol grubundaki preterm bebeklerin alel sikligi, 48 adet Guanin (%77.4) ve 14 adet Sitozin
(%22.6) haplotipi olarak belirlendi (Tablo 7).

Kontrol ve ¢alisma gruplarmi olusturan prematiire bebeklerin VEGF-634 G—C
polimorfizmi varlig1 agisindan karsilastirildiklarinda, li¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamustir (p=0.840). Uc grubun genotip analizi a¢isindan karsilastirilmalarinda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.604). Ayni gruplar,
VEGF-634 G/C haplotip analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamli  bir fark
bulunmamistir (p=0.802). VEGF promotor gen analiz sonuclarina gére VEGF-634 G—C tek
niikleotid polimorfizmin ROP gelisimi ve siddeti iizerine 6nemli bir risk faktorii olmadigi
gosterilmistir.

Tablo 7. U¢ grubun VEGF-634 G > C genotip dagilimi ve alel sikhg

Polimorfizm VEGF-634(+405)G > C
ROP (-) Regrese ROP Tedavi gerektiren ROP
A/A (%) 20 (64.5) 29 (58.0) 25 (59.5)
Ala (%) 8 (25.8) 18 (36.0) 11 (26.2)
a/a (%) 3 9.7 3 (6.0) 6 (14.3)
P 0.604
Alel s1khgi
A 0.774 0.760 0.726
a 0.226 0.240 0.274

P: Ki-kare testine gore ii¢ grubun karsilastiriimasi
A: Yaygin alel, a: nadir alel, A/A: homozigot yaygin alel, A/a: heterozigot, a/a: homozigot nadir

alel
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Sekil 7. Gruplardaki VEGF-634 polimorfizm varhgi

DNA analizi ile incelenen VEGF-460 polimorfizm analizinde, Grup 1’i olusturan 42
prematiire bebegin 25’inde (%59.5) polimorfizm saptanirken, 17’ sinde (%40.5) polimorfizm
saptanmamistir. Grup 1 prematiire bebeklerin genotip dagilimi, 17’sinde (%40.5) yabanil (T/T),
18’ inde (%42.9) heterozigot (T/C) ve 7° sinde (%16.7) homozigot (C/C) olduklar1 saptandu.
Grup 1 preterm bebeklerin alel sikligi, 52 adet Timin (%61.9) ve 32 adet Sitozin (%38.1)
haplotipi olarak belirlenmistir. Grup 2’i olusturan 50 prematiire bebegin 29’unda (%58.0)
polimorfizm saptanirken, 21’inde (%42.0) polimorfizm saptanmamistir. Grup 2 prematiire
bebeklerin 21’inde (%42.0) yabanil (T/T) (Sekil 8), 20’ sinde (%40.0) heterozigot (T/C) (Sekil 9)
ve 9’unda (%18.0) homozigot (C/C) (Sekil 10) genotipe sahip olduklar1 saptandi. Grup 2 preterm
bebeklerin alel sikligi, 62 adet Timin (%62.0) ve 38 adet Sitozin (%38.0) haplotipi olarak
belirlenmistir. Kontrol grubunu (Grup 3) olusturan 31 prematiire bebekten 20’sinde (%64.5)
polimorfizm saptanirken, 11’inde (%35.5) polimorfizm saptanmamistir (Sekil 11). Kontrol
grubundaki bebeklerin 11’inde (%35.5) yabanil (T/T), 16’ sinda (%51.6) heterozigot (T/C) ve
4’tinde (%12.9) homozigot (C/C) genotipe sahip olduklar1 saptandi. Kontrol grubunu olusturan
preterm bebeklerin alel siklig1, 38 adet Timin (%61.3) ve 24 adet Sitozin (%38.7) haplotipi olarak
belirlenmistir (Tablo 8).
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Kontrol ve c¢alisma gruplarint olusturan prematiire bebeklerin VEGF-460 T—C
polimorfizmi varlig1 agisindan karsilastirildiklarinda, li¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamistir (p=0.840). Uc grubun genotip analizi a¢isindan karsilastirilmalarinda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.890). Ayni gruplar,
VEGF-460 T/C haplotip analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0.905). VEGF-460 T—C tek niikleotid polimorfizm prevalansi tiim gruplarda
yiiksek bulunmustur. Fakat, VEGF-460 T—C promotor gen polimorfizm varlig1 ile ROP gelisim

riski ve progresyonu arasmda iligki saptanmamugtir.

Tablo 8. U¢ grubun VEGF-460 T > C genotip dagilimi ve alel sikhg

Polimorfizm VEGF-460 T > C
ROP (-) Regrese ROP Tedavi gerektiren ROP
A/A (%) 11 (35.5) 21 (42.0) 17 (40.5)
Ala (%) 16 (51.6) 20 (40.0) 18 (42.9)
a/a (%) 4 (12.9) 9 (18.0) 7 (16.7)
P 0.890
Alel s1khgi
A 0.613 0.620 0.619
a 0.387 0.380 0.381

P: Ki-kare testine gore ii¢ grubun karsilastiriimasi
A: Yaygin alel, a: nadir alel, A/A: homozigot yaygin alel, A/a: heterozigot, a/a: homozigot nadir

alel

43



ileri

Sekil 8. 15 Nolu DNA o6rneginde, VEGF-460 polimorfizm
noktasinda T/T yabanil genotipi

ileri
| ﬂ
|
| |

o TR AR DERE S A LA ..
Geri

I
e .I i FFER I TS - ECLEFTR SR R

Sekil 9. 19 Nolu DNA oérneginde, VEGF-460 heterozigot T/C genotipi
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Sekil 10. 24 Nolu DNA o6rneginde, VEGF-460 homozigot C/C genotipi
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DNA dizi analizi yontemi ile gerceklestirilen VEGFR+32 polimorfizm analizinde, Grup
1’1 olusturan 42 prematiire bebekten 14’ {inde (%33.3) polimorfizm saptanirken, 28’inde (%66.7)
polimorfizm saptanmamigtir. Grup 1 prematiire bebeklerin genotip dagilimi, 28’inde (%66.7)
yabanil (G/G) (Sekil 12), 2’ sinde (%4.8) heterozigot (G/A) (Sekil 13) ve 12’sinde (%28.6)
homozigot (A/A) (Sekil 14) olduklar1 saptandi. Grup 1 preterm bebeklerin alel sikligi, 58 adet
Guanin (%69.0) ve 26 adet Adenin (%31.0) haplotipi olarak belirlenmistir. Grup 2’1 olusturan 50
prematiire bebekten 13’tinde (%26.0) polimorfizm saptanirken, 37’sinde (%74.0) polimorfizm
saptanmamistir. Grup 2 prematiire bebeklerin 37’sinde (%74.0) yabanil (G/G), 4’ tinde (%8.0)
heterozigot (G/A) ve 9’unda (%18.0) homozigot (A/A) genotipe sahip olduklar1 saptandi. Grup 2
preterm bebeklerin alel sikligi, 78 adet Guanin (%78.0) ve 22 adet Adenin (%24.0) haplotipi
olarak belirlenmistir. Kontrol grubunu (Grup 3) olusturan 31 prematiire bebekten 6’sinda (%19.4)
polimorfizm saptanirken, 25’inde (%80.6) polimorfizm saptanmamistir (Sekil 15). Kontrol
grubundaki bebeklerin 25’inde (%80.6) yabanil (G/G) ve 6’sinda (%19.4) homozigot (A/A)
genotipe sahip olduklar1 saptandi. Kontrol preterm bebeklerin alel sikligi, 50 adet Guanin
(%80.6) ve 12 adet Adenin (%19.4) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 9).

Kontrol ve c¢alisma gruplarmni olusturan prematiire bebeklerin VEGFR+32 G—A
polimorfizm varlig1 agisindan karsilastirildiklarinda, {i¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamustir (p=0.406). Uc grubun genotip analizi a¢isindan karsilastirilmalarinda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.369). Ayni gruplar,
VEGFR+32 G/A haplotip analizi acisindan karsilastirildiklarinda da anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0.211). VEGFR-2 promotor geninde %26.8 oraninda VEGFR+32 G—A tek
niikleotid polimorfizm varligim1 saptadik. ROP gelisim riski ve progresyonu ile VEGFR-2

promotor gen polimorfizmi arasinda iligkinin zay1f oldugunu belirledik.
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Tablo 9. U¢ grubun VEGFR+32 G > A genotip dagilimi ve alel siklig

Polimorfizm VEGFR+32 G > A
ROP (-) Regrese ROP Tedavi gerektiren ROP
A/A (%) 25 (80.6) 37 (74.0) 28 (66.7)
Ala (%) - 4 (8.0 2 4.8
a/a (%) 6 (19.49) 9 (18.0) 12 (28.6)
P 0.369
Alel s1khgi
A 0.806 0.780 0.690
a 0.194 0.240 0.310

P: Ki-kare testine gore ii¢ grubun karsilagtirilmasi
A: Yaygin alel, a: nadir alel, A/A: homozigot yaygin alel, A/a: heterozigot, a/a: homozigot nadir

alel
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Sekil 13. 56 Nolu DNA orneginde, VEGFR +32 heterozigot G/A genotipi
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Sekil 14. 13 Nolu VEGFR +32 DNA o6rnegine ait homozigot A/A genotipi

50
45
40
35
30 -
25
20 -
15 -
10 -

Prematiire infant sayisi

28

37

25

Grup 1

Grup 2

Grup 3

VEGFR +32
polimorfizm varhgi

O polimorfizm var

E polimorfizm yok

Sekil 15. Gruplardaki VEGFR+32 polimorfizm varhgi

49



HGF promotor bdlge polimorfizm analizinde, +17 ve -575 arasindaki 558 bp
uzunlugundaki bolgenin DNA dizi analizi ile incelenmesi sonrasinda 558 bp uzunlugundaki
promotor bolgesinde ve c-Met promotor bdlgesinin polimorfizm analizinde, -23 ve -477
arasindaki 454 bp uzunlugundaki promotor bdlgesinde polimorfizm saptanmadi. HGF ve c-Met
promotor gen bdlgelerinin prematiire bebeklerde polimorfizm yoniinden yiiksek korunumlu
oldugunu saptadik. HGF ve c-Met genleri anjiyogenezde Onemli rol oynamalarmma ragmen,
hastalik gelisimi ve progresyonu ile iligkili polimorfizm belirlenmedi.

ROP gelisen (Grup 1 ve Grup 2) ve ROP gelismeyen (Grup 3) prematiire bebekler arasinda
yapilan VEGF-634 polimorfizm analizinde, ROP gelisen 92 prematiire bebeten 38’ inde (% 41.3)
polimorfizm saptanirken, 54’ mde (%58.7) polimorfizm saptanmamistir. ROP gelisen bebeklerin
genotip dagilimi, 54’tinde (%58.7 yabanil (G/G), 29’ unda (%31.5) heterozigot (G/C) ve 9’unda
(%9.8) homozigot (C/C) olduklar1 saptandi. ROP gelisen preterm bebeklerin alel siklig1, 137 adet
Guanin (%74.5) ve 47 adet Sitozin (%25.5) haplotipi olarak belirlenmistir. Kontrol grubunu
(Grup 3) olusturan 31 prematiire bebekten 11’inde (%35.5) polimorfizm saptanirken, 20’sinde
(%64.5) polimorfizm saptanmamistir (Sekil 16). Kontrol grubundaki bebeklerin 20’sinde
(%64.5) yabanil (G/G), 8’ inde (%25.8) heterozigot (G/C) ve 3’iinde (%9.7) homozigot (C/C)
genotipe sahip olduklar1 saptandi. Kontrol preterm bebeklerin alel sikligi, 48 adet Guanin
(%77.4) ve 14 adet Sitozin (%22.6) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 10).

Kontrol ve ROP gelisen (Grup 1 + Grup 2) prematiire bebeklerde VEGF-634 G—C
polimorfizm varlig1 agisindan karsilastirildiklarinda, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamistir (p=0.567, OR:1.27; %95 CI: 0.55-2.97 ). iki grubun genotip analizi
acisindan karsilastirilmalarinda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir  (p=0.826). Ayn1 gruplar, VEGF-634 G/C haplotip analizi ag¢isindan
karsilastirildiklarinda da anlamli bir fark bulunmamaistir (p=0.713).
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Tablo 10. ROP (-) ve ROP (+) bebeklerin VEGF-634 G > C genotip dagilim ve alel sikhig:

Polimorfizm VEGF-634 G>C

ROP (-) ROP (+)
A/A (%) 20 (64.5) 54 (58.7)
Ala (%) 8 (25.8) 29 (31.5)
a/a (%) 3 9.7 9 (9.8)
P 0.826
Alel s1khg1
A 0.774 0.745
a 0.226 0.225
Odds ratio (%95 CI) 1.27 (0.70-2.32)

P: Ki-kare testine gore ii¢ grubun karsilagtirilmasi
A: Yaygin alel, a: nadir alel, A/A: homozigot yaygin alel, A/a: heterozigot, a/a: homozigot nadir
alel

%95 CI: %095 giiven aralig1
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Sekil 16. ROP (+) ve ROP (-) bebeklerde VEGF-634 polimorfizm varhgi

ROP gelisen (Grup 1 ve Grup 2) ve ROP gelismeyen (Grup 3) prematiire bebekler
arasinda yapilan VEGF-460 polimorfizm analizinde, ROP gelisen 92 prematiire bebekin 54’tinde
(%58.7) polimorfizm saptanirken, 38’ inde (% 41.3) polimorfizm saptanmamistir. ROP gelisen
bebeklerin genotip dagilimi, 38’inde (%41.3) yabanil (T/T), 38" inde (%41.3) heterozigot (T/C)
ve 16’smda (%17.4) homozigot (C/C) olduklar1 saptandi. ROP gelisen preterm bebeklerin alel
siklig, 114 adet Timin (%62.0) ve 70 adet Sitozin (%38.0) haplotipi olarak belirlenmistir.
Kontrol grubunu (Grup 3) olusturan 31 prematiire bebekten 20’sinde (%64.5) polimorfizm
saptanirken, 11’°inde (%35.5) polimorfizm saptanmadi (Sekil 17). Kontrol grubundaki bebeklerin
11’inde (%35.5) yabanil (T/T), 16> sinda (%51.6) heterozigot (T/C) ve 4’linde (%12.9)
homozigot (C/C) genotipe sahip olduklar1 saptandi. Kontrol preterm bebeklerin alel sikligi, 38
adet Timin (%61.3) ve 24 adet Sitozin (%38.7) haplotipi olarak belirlendi (Tablo 11).

Kontrol ve ROP gelisen (Grup 1 + Grup 2) prematiire bebeklerde VEGF-460 T—C
polimorfizm varlig1 a¢isindan karsilastirildiklarinda, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamustir (p=0.567, OR: 0.78; %95: 0.33-1.81 ). iki grubun genotip analizi
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acisindan karsilastirilmalarinda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir  (p=0.593). Aymi gruplar, VEGF-460 T/C haplotip analizi ac¢isindan
karsilastirildiklarinda da anlamli bir fark bulunmamaistir (p=0.418).

Tablo 11. ROP (-) ve ROP (+) bebeklerin VEGF-460 T > C genotip dagilimi ve alel sikhig:

Polimorfizm VEGF-460 T > C

ROP () ROP (+)
A/A (%) 11 (35.5) 38 (41.3)
Ala (%) 16 (51.6) 38 (41.3)
a/a (%) 4 (12.9) 16 (17.4)
P 0.593
Alel s1khgi
A 0.613 0.620
a 0.387 0.380
Odds ratio (%95 CI) 0.78 (0.43-1.42)

P: Ki-kare testine gore ii¢ grubun karsilagtirilmasi
A: Yaygin alel, a: nadir alel, A/A: homozigot yaygin alel, A/a: heterozigot, a/a: homozigot nadir
alel

%95 CI: %095 giiven aralig1
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Sekil 17. ROP (+) ve ROP (-) bebeklerde VEGF-460 polimorfizm varhgi

ROP gelisen (Grup 1 ve Grup 2) ve ROP gelismeyen (Grup 3) prematiire bebekler
arasinda yapilan VEGFR+32 polimorfizm analizinde, ROP gelisen 92 prematiire bebegin
27’sinde (%29.3) polimorfizm saptanirken, 65° inde (% 70.7) polimorfizm saptanmamigtir. ROP
gelisen bebeklerin genotip dagilimi, 65’inde (%70.7) yabanil (G/G), 6’ sinda (%6.5) heterozigot
(G/A) ve 21’inde (9%22.8) homozigot (A/A) olduklar1 saptandi. ROP gelisen preterm bebeklerin
alel siklig1, 136 adet Guanin (%73.9) ve 48 adet Adenin (%26.1) haplotipi olarak belirlenmistir.
Kontrol grubunu (Grup 3) olusturan 31 prematiire bebekten 6’sinda (%19.4) polimorfizm
saptanirken, 25’inde (%80.6) polimorfizm saptanmamistir (Sekil 18). Kontrol grubundaki
bebeklerin 25’inde (%80.6) yabanil (G/G) ve 6’ sinda (%19.4) homozigot (A/A) genotipe sahip
olduklar1 saptandi. Kontrol preterm bebeklerin alel sikligi, 50 adet Sitozin (%80.6) ve 12 adet
Timin (%19.4) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 12).

Kontrol ve ROP gelisen (Grup 1 + Grup 2) prematiire bebeklerde VEGFR+32 G—A
polimorfizm varlig1 agisindan karsilastirildiklarinda, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamustir (p=0.277, OR: 1.73; %95: 0.63-4.69). iki grubun genotip analizi

acisindan karsilastirilmalarinda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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saptanmamistir  (p=0.291). Ayni gruplar, VEGFR+32 G/A haplotip analizi acisindan
karsilastirildiklarinda da anlamli bir fark bulunmamaistir (p=0.172).

Tablo 12. ROP (-) ve ROP (+) bebeklerin VEGFR+32 G > A genotip dagilimi ve alel sikhig:

Polimorfizm VEGFR+32 G > A

ROP () ROP (+)
A/A (%) 25 (80.6) 65 (70.7)
Ala (%) -- 6 (6.5
a/a (%) 6 (194 21 (22.8)
P 0.291
Alel s1khg:
A 0.806 0.739
a 0.194 0.261
Odds ratio (%95 CI) 1.73 (0.85-3.50)

P: Ki-kare testine gore ii¢ grubun karsilagtirilmasi
A: Yaygin alel, a: nadir alel, A/A: homozigot yaygin alel, A/a: heterozigot, a/a: homozigot nadir
alel

%95 CI: %095 giiven aralig1
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TARTISMA:

Giiniimiizde ROP’u bilmemize ve tedavideki gelismelere ragmen, hastaligin halen
cocuklar arasinda korliige yol acan en biiylik nedenlerden biri oldugu diistintilmektedir (85,86).
Son zamanlarda yogun bakim sartlarinin iyilestirilmesi, diisiik gestasyonel yas ve ¢ok diisiik
dogum agirlikli bebeklerin yasamasina olanak saglamakta ve bu gelismeler ROP gelistirme riski
cok yiikksek bebeklerin artmasina neden olmaktadir. Gegmiste ROP gelisiminin oksijen
kullanimina bagli olduguna inanilmaktaydi (47,48). Fakat, glinlimiiz sartlarinda kontrollu oksijen
kullaniminda bile ROP meydana geldigi bilinmektedir. Bir¢ok faktor ROP riskini artirmaktadir.
ROP gelisim riski 6zellikle, gestasyonel yas ve ¢ok diisiik dogum agirlig: ile giicli iliskilidir.
Bizim ¢aligmamizda da ROP gelisimi ile gestasyonel yas ve diisiikk dogum agirlig1 anlamli olarak
iliskili bulundu. Diger tanimlanan risk faktorleri arasinda sepsis, intraventrikiiler hemoraji, 1518a
maruz kalmak, kan transflizyonu, mekanik ventilasyon gibi nedenler yer almaktadir (87). Tiim
bunlara ragmen ROP’ta, neden diisiik dogum agirlikli bazi bebeklerde zamaninda miidaheleye
ragmen siddetli hastaliga ilerlerken, benzer klinik 6zelliklere sahip diger bebeklerde hastaligin
kendinden gerilediginin anlasilmas1 giictiir. ROP gelisimi tek bir risk faktoére bagli olmayip,
multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu gelismeler 1s18inda, ROP gelisiminde iyi bildigimiz risk
faktorleri diginda genetik faktorlerinde etkili oldugu soylenebilir.

ROP’un patogenezi tizerine genetik faktorlerin katkisinin olabilecegi hipotezi Flynn (72)
tarafindan 1990’larin baslarinda agiklanmis ve etnik gruplar arasinda cesitli incelemelerle
desteklenmistir. ROP gelisim yatkinliginda, genetik temelin kanit1 olarak cinsiyet, etnik kdken ve
okiiler pigmentasyonun etkilerini iceren bulgular gosterilmektedir (3). Bir¢ok toplum kokenli
calisma, CRYO-ROP ve ETROP verilerine gore cinsiyet ve ROP gelisimi arasinda bir iligki
olmadigin1 tanimlamislardir (7,14,16,35). Yang ve ark.’lar1 (88) erkek cinsiyet ve siddetli ROP
arasinda herhangi bir iliski olmadigmi gostermislerdir. Buna karsin, Darlow ve ark.’lar1 (89)
toplum kokenli prospektif ¢alismalarinda erkek cinsiyet ve siddetli ROP arasinda dnemli bir iliski
oldugunu gostermislerdir. Bizim calismamizda, prematiire olarak dogan bebeklerde erkek
bebekler kiz bebeklerden daha fazla bulundu. Fakat, cinsiyet ve siddetli ROP arasinda iliski
saptanamadi. Genel olarak, toplum kokenli biiylik kohort preterm bebek caligmalarmda ROP
insidans1 tlizerine cinsiyetin Ozellikle etkili olmadigi, fakat etkilenmis bebeklerde hastalik

siddetiyle iliskili olabilecegi gosterilmistir. ROP insidanst farkli iwrklar arasinda c¢esitlilik
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gostermektedir (14,73). ROP gelisimi hem Amerika’da (14) hemde Ingiltere’de (73) beyaz
preterm bebeklerde siyahlardan daha sik saptanmis ve ROP insidanst erkek bebeklerde kiz
bebeklerden daha yiiksek bulunmustur. Irk’n etkisi, gestasyonel yas, dogum agirligi, genel saglik
durumu ve sosyoekonomik faktorlerden bagimsizdir (3). ROP yatkinhiginda, farkl irksal gruplar
arasinda okiiler pigmentasyonun temel olabilecegi vurgulanmaktadir. Tiim bunlar ger¢ekte ROP
patogenezinde genetik faktorlerin 6nemli bir temel olabileceginin gostergesidir (3).

Glinlimiizde yapilan ¢aligmalar, ileri evre ROP gelisim riski bulunan populasyonun erken
taninmasmin  Onemini gdstermektedir. Riskli olgularin erken teshisinin, erken tedaviyi
beraberinde getirecegini ve prematiire bebeklerde kalict gérme kaybi insidansinin azaltilabilecegi
vurgulanmaktadir (14).

Son zamanlarda, anormal anjiyogenez ile seyreden spesifik hastaliklar ile 6zel genetik
polimorfizmler ya da mutasyonlar arasindaki iliskiye dikkat ¢ekilmistir. Bircok arastirmaci
genetik polimorfizm ya da mutasyonlarmn ROP gibi okiiler hastaliklar iizerine olast etkilerini
incelemislerdir (3,90).

Norrie hastaligi (ND) ve X-bagl ailevi eksiidatif vitreoretinopati (FEVR) genlerindeki
mutasyonlar gibi diger baz1 genetik faktorlerde siddetli ROP ile iliskili olabilecegi
diistiniilmiistir. ND ve FEVR, ROP benzeri bir¢ok klinik bulgulara sahip gelisimsel retinal
hastaliklardir (91). Bu retinal hastaliklar retina traksiyonu, retina dekolmani ve fibrovaskiiler
membran formasyonu ile kendini gosterirler. ND ve X-baghh FEVR, ND gen mutasyonu
gosterebilmektedir. ND genin Norrin liretimi gelisen retinal anjiyogenezde rol oynar. Norrin
eksikligi olan ND gen mutant farelerde korliik gelistigi belirlenmistir. ND gen mutasyonu retinal
anjiyogenezde yetmezlik ve retinanin derin kapiller tabakalarinda tam yoklukla kendini
gostermistir (91,92). Sharsty ve ark.’lar1 (93) yaptiklar1 calismalarinda, 1500 gr dan daha az
dogum agirligina sahip beyaz prematiire bebeklerde, ND genin 3. exon’unda iki mutasyon
tanimlamiglardir. Bu c¢aligmada, genetik faktorlerin ROP gelisiminde rol oynayabilecegini
gosteren ilk sonuclar sadece sinirli sayida prematiire bebekte incelenmistir. Sharsty ve ark.’lar1 bu
mutasyonlarin esik ROP gelisiminde rol oynayabilecegini gostermislerdir. Fakat, Haider ve
ark.’lar1 (94) tarafindan yapilan genis populasyonlu preterm ROP’lu bebek ¢aligsmalarinda boyle
bir iliski gosterilmemistir. Haider ve ark.’larinin (95) 210 prematiire yenidogan {lizerinde

yaptiklar1 bir baska ¢aligmada, 115’1 ROP gelismeyen prematiire bebekler (kontrol grubu) ve 95’1
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farkli evrelerde ROP gelistiren prematiire bebekler, ND gen 3. exon’unda 4 farkli polimorfizm
gostermislerdir.

Anjiyogenez olusurken bircok olay basamaklar halinde birbirini izleyerek ortaya
¢ikmaktadir. Ik olarak anjiyogeneze neden olan bir uyarmm olusmas: (hipoksi, iskemi), daha
sonra bu etkenden dolay1 anjiyogenik bir faktoriin salinmasi ve ilgili faktor ya da faktorlerin de
bazal membrani par¢alamasi sézkonusudur (96). Anjiyogenezi uyaran bircok hormon ve/veya
biiylime faktorleri mevcuttur (97). Diisiik glukoz seviyesi, oksidatif stres ve 6zellikle hipoksik
ortamda diizeyi hizla artan hipoksinin indiikledigi transkripsiyon faktor-1 (HIF-1) araciligi ile
VEGF gibi biiyiime faktorleri salinmaktadir (98). VEGF biyolojik aktivitesini, temel olarak
endotel hiicreleri tarafindan salgilanan, yliksek afinite ile baglandigt VEGFR-2 araciligiyla
yapmaktadir (99). HGF, anjiyogenezde 6nemli rol oynayan giiclii bir mitogenik, motogenik
(hareketlilik saglayici) ve morfogenik bir baska faktordiir. HGF uyarimi, endotel hiicrelerinde
VEGF ve VEGFR gibi anjiyogenik faktorlerin salmimini artirmaktadir. HGF/c-Met sinyal ileti
yolu anjiyogenez tizerine VEGF/VEGEFR ile birlikte sinerjik etki gdsterdigi bildirilmistir (81).

VEGF, retina damarlarinin normal gelisimi i¢in Onemli bir mediyatoérdiir. ROP
gelisiminde VEGF’in 6nemi bircok deneysel ve klinik verilerle desteklenmistir. VEGF
anjiyogenez i¢in merkezi bir mediyator olup, ROP patogenezinde anahtar rol aldig1 bilinmektedir
(25,27-28). Literatlirde, ROP olgularinda en ¢ok calisilan gen VEGF’dir. VEGF geni yiiksek
polimorfik bir gendir. VEGF nin bilinen 70’ten fazla polimorfik bolgesi bulunmaktadir. Fakat,
polimorfizmlerin ¢ogu ya nadir bulunmaktadir ya da fonksiyonel etkiye sahip degildir. ROP’un
ilerlemesi, VEGF genin fonksiyonel polimorfizmi tarafindan etkilenebildigi bildirilmistir (71).
VEGF promotor gen polimorfizminin VEGF proteinin farkli miktarlarda sentezlenmesi ile
sonuclandigi rapor edilmistir (100). VEGF mRNA seviyesinin, siddetli ROP’ lu prematiire
gozlerde avaskiiler retina sahasinda artmis oldugu gosterilmis, buna karsin lazer fotokoagiilasyon
uygulanan gozlerde mRNA seviyelerin azaldig1 gosterilmistir (101). Birgok ¢alisma VEGF’in tek
niikleotid polimorfizmini tanimlamaktadir. Bu tek niikleotid polimorfizmi protein saliniminda
(ifadesinde) degisikliklerle iliskili olup, esik hastaliga ilerleme riskinde artisa neden oldugu
saptanmistir (3). Bizde ¢alismamizda bu literatiir verileri 1s18inda VEGF, VEGFR, HGF ve c-Met
gen polimorfizmlerinin ROP gelisimi ve ROP’taki iyilesme siirecinde etkili olabilecegini

diistindiik.
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Sonuglarimiz, preterm bebeklerde siddetli ROP gelisim riski ile VEGF G****C ve VEGF
T°C tek niikleotid polimorfizmleri arasmda anlamli bir iliskinin olmadigmi gosterdi. VEGF ve
ROP gelisimi arasindaki iligki artan VEGF salinimi sonucudur. Hipoksinin uyardigi VEGF
salmimminin gen ifadesinin hangi diizeyinde oldugu bilgisine heniiz sahip degiliz. Hipoksi uyarisi
VEGF artisina mRNA ya da protein diizeyinde etki ediyor olabilir. Gliniimiizde yapilan VEGF
promotor gen analizlerinin negatif sonuglar1 VEGF sentezi lizerine polimorfizm etkilerinin, iiriin
olusumu sirasinda meydana gelen etkilerden daha az olabilecegidir. Cooke ve ark.’lar1 (102) esik
ROP’lu 91 bebek ve 97 spontan gerileyen ve hastaliksiz (ROP gelismeyen) bebekle
karsilastrmali yaptiklar1 ¢alismalarinda, VEGF G®*C tek niikleotid polimorfizmi tasiyan
bebeklerin, esik ROP i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu gdstermislerdir. G alel i¢in
homozigot olan bebeklerde VEGF saliniminin daha yiiksek oldugunu ve bu durumda esik ROP
gelisme olasiligmin iki kat daha fazla oldugunu bulmuslardir. Ayni calismada, preterm
bebeklerde esik ROP’a ilerlemenin, VEGF salinimindaki genetik farkliliklar nedeniyle
olabilecegi vurgulanmustir. Calismamizda ise gruplar arasmda VEGF G**C ve VEGF T*°C
genotip dagilimi agisindan istatistiksel anlamli bir fark saptanmamis, ROP gelisen ve ROP
gelismeyen hasta grubunda alel sikligi benzer bulunmustur. Vannay ve ark.’lar1 (103)
caligmalarinda < 1500 gr 86 esik hastalikli prematiire grubunda, < 1500 gr 115 kontrol ROP (esik
hastallk olmayan ROP) grubundan VEGF G*C prevalansmm daha yiiksek oldugunu
gostermislerdir. Calismada VEGF*C alel prevalansim yoniinden tedavi grubu ile tedavi
olmayan ROP grubu arasinda anlamli fark saptanmamistir. Ayni ¢calismada VEGF **C alel i¢in
heterozigot ve homozigot tasiyict durumun ROP i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu
tanimlamislardir. Bazi yazarlar VEGF G™®*C polimorfizmin 5’ yan zincirindeki diger
polimorfizmlerle farkli baglantilarinin olabilecegini diisiinmektedirler (102,104) . Awata ve
ark.’lar1 (104) diyabetik retinopati riskinin VEGF T*°C ve VEGF G®'C tek niikleotid
polimorfizmin bazi haplotiplerle iliskili oldugunu saptamislardir. Aym ¢alismada VEGF G**C
(VEGF ™%°(C) alel i¢in homozigot olan hastalarda VEGF serum seviyelerini diger hastalara gore
yiikksek oldugu belirlenmistir. Kwinta ve ark.’lar1 (1) 128 prematiire bebekte (ortalama dogum
agirhg 1054 gr ve gestasyonel yas 28.1 hafta) yaptiklar1 galismalarmda VEGF G™°C
polimorfizm sikligint ve sVEGF-R1 serum konsantrasyonlarmin gruplar arasimda benzer

oldugunu belirlemislerdir (ROP gelismeyen grup, kendinden gerileyen ROP grubu ve tedavi
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gerektiren ROP grubu). VEGF-460T polimorfik alel tasiyiciligini tedavi gerektiren ROP
grubunda, ROP gelismeyen gruba gore 6nemli olarak yiiksek bulmuslardir. Calismada VEGF C
*0C alel tastyicihigl, TT ve TC alel tastyan bebeklerden daha diisiik bir riske sahip oldugu
bulunmustur. Shastry ve ark.’lar1 (105) Evre IV-V ROP’lu 61 olgu ile kontrol grubu olarak 61
term dogan bebeklerle karsilastirmali yaptiklar1 ¢aligmalarinda VEGF promotor gen (VEGF G
34C ve VEGFT*°C) polimorfizm varligmni incelemislerdir. Yaptiklar1 bu kohort ¢alismalarinda,
ileri evre ROP hastalar ile term dogan bebekler arasinda VEGF genin alel siklig1 acisindan
istatistiksel anlamli farklilik olmadigini gostermislerdir. Bu ¢aligmada, ileri evre ROP riski ile
VEGF promotor gen polimorfizm iliskisi desteklenememistir. Ayni ¢alismada, gelecekte
kliniklerde yiiksek riskli bebeklerin tanimlanmasi i¢in bu metodun kullanilmasi amaciyla, karisik
etnik kdkenli populasyonu igeren genis dlgekli ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu vurgulanmaktadir.
Onceki galismalarda, ROP gelisim riski ile VEGF +405 tastyicilig1 ve fonksiyonel VEGF
tek niikleotid polimorfizm arasinda 6nemli bir korelasyon gosterilmistir (103). Benzer olarak,
VEGF C*"®A polimorfizm de VEGF sentezini etkileyebilecegi bildirilmistir (2). Banyasz ve
ark.’lar1 (2) anjiyogenik faktorlerden VEGF >’ ve Anjiopoietin 2 (Ang 2)’nin ROP gelisimine
katkilar1 iizeri yaptiklar1 caligmalarinda 200 preterm bebek incelenmistir. 110 olgu tedavi
edilmeyen grubu (28 olgu ROP gelismeyen, 44 olgu Evre 1 ROP, 38 olgu Evre 2 ROP ) ve 90
preterm bebek ise tedavi edilen grubu olusturmaktaydi. Calismada VEGF C*"®A ve Ang G™°C
genotip dagiliminda ileri evre (Evre 4-5) ROP preterm bebekler ile ROP gelistirmeyen ve Evre 1-
3 ROP grubu arasinda anlamli fark olmadig: bildirilmistir. Fakat, VEGF >’ A alel prevalansi
ileri evre ROP’lu preterm erkek bebeklerde, ROP gelistirmeyen ya da Evre 1-3 ROP preterm
bebeklerden diisiik bulunmustur. Preterm kiz bebeklerde, gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamistir. Ayni ¢alismada, fonksiyonel VEGF tek niikleotid polimorfizmin, VEGF iiretimi
tizerine etkileri yoluyla ROP’un prevalansi ve siddetini artirabilecegi belirtilmistir. Shahbazi ve
ark.’lar1 (106) VEGF C*"A polimorfizmi periferal mononiikleer kan hiicrelerinde (PBMCs)
VEGEF iiretimini degistirebilecegini saptamiglardir. VEGF {iretimindeki bu degisikligin, VEGF -
78CC homozigot PBMC’in A alel i¢in homozigot hiicrelerden anlamli derecede daha fazla
oldugunu gostermislerdir. Bunun yaninda, VEGF sentezi iizerine VEGF C*"®A polimorfizm

etkisinin, diger bilinen polimorfizmlerden belirgin olarak daha az olabilicegi vurgulanmaktadir.
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Promotor, gen iizerinde temel transkripsiyon (yazilim) kompleksinin olusturdugu
bdlgedir. Promotorler, transkripsiyonun baglatilmasi igin gerekli olan bdlgeyi temsil ederler ve
transkripsiyonun basladig1 noktadan itibaren yukariya dogru belirli bir alanda yer alirlar (107).
Promotor bolgenin gen ifadesinde diizenleyici oldugu bilgisi goz Oniinde bulundurularak,
calismamizda ROP patogenezinde 6nemli oldugunu diigiindiigiimiiz VEGFR-2, HGF ve c-Met
promotor gen bdlgeleri DNA dizi analizi yontemi ile tarand1.

Literatiirde, ROP gelisimi ve siddeti ile VEGFR-2 promotor gen polimorfizmi arasinda
yapilan herhangi bir caliyma bulunmamaktadir. Yapti§imiz caligmada, literatiirde ilk kez
VEGFR-2 promotor geninde %26.8 oraninda VEGFR G"**A tek niikleotid polimorfizm varligini
saptadik. Tedavi gerektiren ROP, kendiliginden gerileyen ROP ve ROP gelistirmeyen preterm
bebekler arasinda VEGFR G'?A polimorfizm varhigi agismdan ve VEGFR+32 alel siklig:
acisindan istatistiksel anlamli farklilik olmadigini1 gosterdik. ROP gelistiren ve gelistirmeyen
bebekleri karsilastirdigimizda benzer olarak, VEGFR G™*A polimorfizm varligi ag¢isindan ve
VEGFR+32 alel siklig1 acisindan istatistiksel anlamli fark saptamadik. Bu calismada, ileri evre
ROP riski ile VEGFR-2 promotor gen polimorfizm iligkisinin olmadigina yonelik veriler elde
edildi.

Daha once yapilan histopatolojik ¢aligmalarda, VEGF-A ve VEGFR-2’nin, ROP’lu deney
hayvanlarmin retina kan damarlari, ganglion hiicreleri ve i¢ niikleer tabakas: ile iligkili oldugu
bulunmustur. VEGFR-1"in ise iliskisi olmadig1 gosterilmistir (108). Iskemi bagimli retinal
neovaskiilarizasyonlu hayvan modelli immiinohistokimyasal bir calismada, benzer olarak
VEGFR-2 immiinreaktivitesinin avaskiiler alanda damar yakinlarinda artti§i, buna karsin
VEGFR-2 salimiminin hipoksik retinada kontrol grubu ile benzer oldugu gosterilmistir (109).
VEGFR-2 salimiminin, esas olarak patolojik neovaskiilarizasyonla iligkili oldugu, buna karsmn
fizyolojik dogum sonras1 damar gelisimi ile iliskisinin daha az oldugu bulunmustur (110).

Retina gelisimi esnasinda normal vaskiilarizasyona katkida bulunan faktorler patolojik
neovaskiilarizasyonu iceren molekiilerle benzerdir (80). Hem HGF hem de VEGF vaskiilogenez
ve anjiyogenezde rol alirlar. Fakat, HGF’un roli daha az bilinmektedir. HGF, dagilim,
proliferasyon ve migrasyonu igeren endotel ve epitelyal hiicrelerde birgok hiicresel cevabi
icerebilir. HGF fonksiyonlar1 endotel hiicreleri ile smirli degildir. HGF endotel hiicreleri ve

perisitler arasinda interaksiyonla vaskiilarizasyonu direkt olarak etkileyebilmektedir (111).

62



Lashkari ve ark.’lar1 (83) Evre 4-5 ROP’lu gozlerde subretinal sivida VEGF ve HGF protein
diizeylerini degerlendirmislerdir. Kontrol grubu olarak primer, komplike olmayan regmatojen
retina dekolmanli hastalarin subretinal sivi Orneklerini incelemislerdir. VEGF ve HGF
diizeylerinin ROP’lu gozlerde farkli oldugunu bulmuslardir. Ayni ¢alismada, aktif evre 4 ROP’lu
hastalarda VEGF diizeylerinin ¢ok yiiksek oldugu, buna karsin HGF diizeylerinin ¢ok diisiik
oldugunu bildirmislerdir. HGF diizeyini sadece evre 5 ROP’ta yiiksek belirlemislerdir. Bu
hastaligin (ROP) patofizyolojisinde bu molekiilerin farkli rolleri oldugu disiiniilmiistiir. Ayni
arastirmada evre 5 ROP’lu hastalarda retrolental membranda VEGFR-2 ve HGFR’un (c-Met) in
vivo expresyonu incelenmis, hem VEGFR-2 hem de HGFR proteinlerinin anjiyogenezde aktif
oldugu retinal yiizey boyunca ve damar duvar membranlarinda 6zellikle arka kisimda bulundugu
tanimlanmistir. Bu bulgular ROP patogenezinde VEGF ve HGF’mn rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir.

Bilindigi gibi, HGF/c-Met sinyal ileti yolu anjiyogenez siirecinde Onemli rol
oynamaktadir. ROP, bircok faktoriin birlikte neden oldugu, anormal anjiyogenez sonucu
meydana gelen bir hastalik komplesidir. Bu veriler dogrultusunda ¢alismamizda, daha once
calisiimayan HGF ve c-Met promotor bolgesinde gen polimorfizmi olup olmadigi arastirildi
Calismamizin temel amaglarindan biri olan HGF ve c-Met genlerinin polimorfizm varlig1 ve ileri
evre ROP, kendiliginden gerileyen ROP ve ROP gelismeyen prematiire olgular arasinda iliskinin
olup-olmadiginin belirlenmesi hedeflendi. HGF ve c-Met genlerinin minimal promotor bdlgeleri
dizileme yontemi ile tamamen taranmasi sonrasinda HGF ve c-Met genlerine ait herhangi bir
polimorfizm varlig1 saptanamamistir. Bu bulgu HGF ve c-Met promotorlerinin ¢ok yiiksek
korunumlu oldugunu ve polimorfik olmadigin1 géstermektedir.

Literatiirde, ROP genetigi ile ilgili yapilan caligmalar birbirleriyle ¢elismektedir. Hatta
ayni yazarlarin farkli zamanlarda yaptig1 ¢aligmalarda bile ¢eliski goriilmektedir (2,103). Yapilan
tim calismalar ROP gelisiminin tek bir faktore baghh olmadigini, aksine karmasik bir siireg
oldugunu ve gelecekte aydinlatilmasi gereken noktalar oldugunu destekler niteliktedir (1). ROP
gelisiminin genetik kontroliine yonelik ilgi gittikce artmaktadir. Retina vaskiilarizasyonun
gelisimi genetik kontrol altindadir ve bu isleyisteki yukarida belirtilen VEGF, VEGFR
iiretimindeki genetik polimorfizm [VEGF G™”C, VEGF T*°C ve VEGFR-2 G"™* A] gibi
herhangi bir eksiklik ROP gelisimi ile baglantil olabilir.
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Genetik faktorler ile ROP arasindaki iligki bilinen bir gercektir. ROP patogenezi iizerine
yilardir yapilan aragtirmalara ragmen, hangi bebeklerde ROP’un kendinden gerileyecegi ya da
tedavi sonrasinda bile gerilemeyecegi halen tam olarak bilinmemektedir. Yapilan insan ve
hayvan calismalar1 genetik etkilerin ROP patogenezinde, hastalik progresyonun biiylik bir
kismindan sorumlu olabilecegini gostermektedirler. Birgok farkli hastalikta anjiyogenez bagimli
stirecleri etkileyen genetik cesitliligin kanit1 son zamanlarda gézden gegirilmistir. Anjiyogenez
stirecindeki karmasiklik goéz onilinde bulunduruldugunda, ¢ok fazla sayida genden herhangi
birinin ekspresyonunda ya da diizenlenmesindeki degisiklikler ROP yatkinligina genetiksel
olarak katkida bulunabilir (90).

Genetik yatkmligr etkileyebilecek yeni polimorfizmlerin ya da mutasyonlarin
tanimlanmas1 6nemli bir arastirma alanidir. Sik aralikli muayene ve tedavi ihtiyact olan yiiksek
riskli ROP’lar1 belirlemek icin aday genlerin taranmasi her bir preterm bebekte gelecekte
miimkiin olabilecektir. Bu gibi taramalar yiiksek riskli bebeklerde gorsel prognozu iyilestirmeli
ve diislik riskli bebeklerde stresli muayene ihtiyacin1 ve gereksiz retinal fotokoagiilasyon iligkili
morbiditeyi azaltmalidir.

Bizim go6zlemlerimiz ve daha Once yapilan g¢aligmalar 1s1¢inda, ROP gelisimi ve
progresyonu ile VEGF, VEGFR, HGF ve c-Met promotor gen polimorfizmleri arasindaki
iliskinin zayif oldugu gosterilmistir. Calismamizin, ROP ile iliskili genetik faktorlerin, hastalik
siddeti ve tedavi gereksiniminin dngiilmesinde aday genlerin aydinlatimasma katki saglayacagi
diistincesindeyiz. VEGF, VEGFR ve HGF/c-Met polimorfizm sinyal ileti yolaklarinin ROP
gelisiminde rol oynamadigini géstermemektedir.

Genetik polimorfizm, kodlanan veya kodlanmayan DNA dizilerinde meydana gelebilir.
Intronlarda ve genler arasindaki DNA dizilerinde meydana gelen degisikliklerin genellikle
hastalik {izerine etkisi yoktur. Ancak intron bdlgelerindeki bazi polimorfizmlerin gen
ekspresyonunu etkileyerek fenotipik degisiklikler meydana getirebilecegi belirtilmektedir.
Genlerin kodlanan bolgelerindeki (ekzon) polimorfizmler ise protein fonksiyonuna etki edebilir.
Promotor bolgede meydana gelen polimorfizm ise transkripsiyon diizeyinde degisiklige neden
olabilir. Tek niikleotid polimorfizmi insan genomundaki en basit ve en yaygmn genetik
polimorfizm ¢esitidir. Aminoasit degisimine neden olan tek niikleotid polimorfizmler, protein

fonksiyonuna etki ederek fenotip iizerinde etki meydana getirebilir. Bazi gen polimorfizmleri
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(aleller) bir hastalik riskini arttirrken bazilar1 azaltabilmekte (koruyucu alel), bazi polimorfik
aleller ise yalnizca bagka bir faktoriin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir (112-113). Bir
risk faktorii bir ya da daha fazla genin ifade edilmesini etkileyerek, ya da bir polimorfik gen
iriinii bir ¢evresel faktoriin etkisini degistirerek ROP’a neden olabilmektedir.

Sonu¢ olarak, ROP gelisiminde ve progresyonunda genlerin ve varyasyonlarmin,
gestasyonel yas, diisiik dogum agirligi, oksijen etkisi gibi diger risk faktorleriyle birlikte etkisi,
tek tek gostermis olduklar1 etkinin toplamindan daha fazla olabilecegidir. ROP gelisimi ya da
ROP yatkinlikla ilgili genlerin ve polimorfizmlerin bilinmesi, hi¢ siiphesiz ROP’un erken tanisi
ve tedavisinde yararli olabilecegi kanisindayiz. Ancak VEGF/VEGFR ve HGF/c-Met
ekspresyonunu kontrol eden polimorfizmler disinda ¢ok sayida faktor bulunmaktadir. Bu nedenle
gelecekte VEGF/VEGFR ve HGF/c-Met gen ekspresyonlarinin analizine yonelik mRNA veya
protein diizeyindeki analizler ile bu sinyal ileti yolaklarinin ROP gelisimindeki roli

aydinlatilabilecektir.
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SONUCLAR

Bu calisma Aralik 2006 ile Subat 2009 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi T1p
Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali, Pediatrik Oftalmoloji Birimi, Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Neonotoloji Birimi
tarafindan multidisipliner bir sekilde, prospektif ¢ift kor olarak yapildi. Caligmaya Pediatrik
Oftalmoloji Biriminde Prematiirite nedeniyle takip edilen 123 olgu dahil edildi. Calisma Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Etik Kurulu tarafindan 7 Aralik 2006°de 2/2 protokol no ve
04/24/2006 say: ile onaylandi. Helsinki Deklarasyonu Prensiplerine uygunlugu ise DEU Tip
Fakiiltesi Hastanesi etik kurulu tarafindan onaylandi. Etik Kurul yOnergelerine uyularak
calismaya alinan tiim hastalarin aileleri bilgilendirildi ve onamlar1 alindi. Calismaya gestasyonel
haftas1 < 34 hafta olan prematiire dogan bebekler alindi. Aile dykiisiinde Familyal eksudatif
vitreoretinopati (FEVR) varligi, Norrie hastaligi veya akraba evliligi ve atipik ROP varligi
bulunan prematiire bebekler ¢alisma dis1 birakildi.

123 prematiire bebegin dagilimi; 42 (% 34.15) tedavi gerektiren ROP olgular1 (Grup 1),
50 (% 40.65) kendiliginden gerileyen ROP olgular1 (Grup 2) ve 31 (% 25.2) herhangi bir ROP
bulgusu olmayan prematiire olgular (Grup 3, kontrol grubu) seklinde idi. Caligmaya alinan tiim
bebeklerin 55’1 (% 44.7) kiz ve 68’1 (% 55.3) erkek idi. Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.568, pearson Ki-kare testi).
Calismamizda, prematiire olarak dogan bebeklerde erkek cinsiyet kiz cinsiyetten daha fazla
bulundu. Fakat, cinsiyet ve siddetli ROP arasinda iligki saptanmadi. Tiim prematiire bebeklerin
gestasyonel yaslar1 24 ile 34 hafta arasinda degismekte olup, ortalama 29.6+2.4 haftaydi. Dogum
agirhiklari ise 595 ile 2700 gr arasinda olup, ortalama 1289.2+354.8 gr idi. Grup 1’teki bebeklerin
ortalama gestasyonel yaslar1 Grup 2 ve Grup 3’teki prematiire bebeklere gére anlamli derecede
diistiktii. Dogumda ortalama gestasyonel yas a¢isindan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli saptandi. (p=0.0001). Grup 1°deki bebeklerin ortalama dogum agirliklar1 da Grup 2 ve
Grup 3’e gore anlamdi diislik saptandi. Fakat gruplar arasinda ortalama dogum agirlig1 yoniinden
sadece Grup 1 ve Grup 3 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli yiliksek saptanmigtir
(p=0.001). Grup 1 ve 2 ile Grup 2 ve 3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(Swrasiyla; P=0.62, P=0.13). ROP gelisim riski ve siddeti ile diisiik gestasyonel yas ve diisiik
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dogum agirlig1 arasinda korelasyon bulunmaktadir. Gestasyonel yas ve dogum agirlig: diistiikge
ROP geligim riski artmaktadir.

Kontrol ve c¢alisma gruplarint olusturan prematiire bebeklerin  VEGF-634 G—C
polimorfizm varlig1 agisindan karsilastirildiklarinda, {i¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamustir (p=0.840). Uc grubun genotip analizi a¢isindan karsilastirilmalarinda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.604). Ayni gruplar,
VEGF-634 G/C haplotip analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamli  bir fark
bulunmamistir (p=0.802). VEGF promotor gen analiz sonuglarina gére VEGF-634 G—C tek
niikleotid polimorfizmin ROP gelisimi ve siddeti iizerine Onemli bir risk faktorii olmadigi
gosterilmistir.

Kontrol ve g¢alisma gruplarin1 olusturan prematiire bebeklerin  VEGF-460 T—C
polimorfizmi varlig1 agisindan karsilastirildiklarinda, {i¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlaml1
bir fark saptanmamistir (p=0.840). Uc grubun genotip analizi a¢isindan karsilastirilmalarinda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.890). Ayni1 gruplar,
VEGF-460 T/C haplotip analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0.905). VEGF-460 T—C tek niikleotid polimorfizm prevalansi tiim gruplarda
yiiksek bulunmustur. Fakat, VEGF-460 T—C promotor gen polimorfizm varlig1 ile ROP gelisim
riski ve progresyonu arasmda iligki saptanmamustir.

Kontrol ve ¢aligma gruplarmi olusturan prematiire bebeklerin VEGFR+32 G—A polimorfizm
varlig1 acisindan karsilastirildiklarinda, iic grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (p=0.406). Uc grubun genotip analizi agisindan karsilastirilmalarinda, gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0.369). Ayn1 gruplar, VEGFR+32
G/A haplotip analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamli bir fark bulunmamistir
(p=0.211). VEGFR-2 promotor geninde %?26.8 oraninda VEGFR+32 G—A tek niikleotid
polimorfizm varligini saptadik. ROP geligim riski ve progresyonu ile VEGFR-2 promotor gen
polimorfizmi arasinda iliskinin zay1if oldugunu belirledik.

HGF promotor bdlge polimorfizm analizinde, +17 ve -575 arasindaki 558 bp
uzunlugundaki bolgenin DNA dizi analizi ile incelenmesi sonrasinda 558 bp uzunlugundaki
promotor bolgesinde ve c-Met promotor bdlgesinin polimorfizm analizinde, -23 ve -477

arasindaki 454 bp uzunlugundaki promotor bdlgesinde polimorfizm saptanmadi. HGF ve c-Met
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promotor gen bolgelerinin prematiire bebeklerde polimorfizm yoniinden yiiksek korunumlu
oldugunu saptadik. HGF ve c-Met genleri anjiyogenezde Onemli rol oynamalarma ragmen,
hastalik gelisimi ve progresyonu ile iligkili polimorfizm belirlenmedi.

Sonu¢ olarak, bizim gozlemlerimiz ve daha Once yapilan caligmalar 1518inda, ROP
gelisimi ve progresyonu ile VEGF, VEGFR, HGF ve c-Met promotor gen polimorfizmleri
arasindaki iliskinin zayif oldugu gdsterilmistir. Calismamizin, ROP ile iliskili genetik faktorlerin,
hastalik siddeti ve tedavi gereksiniminin Ongiilmesinde aday genlerin aydinlatimasina katk1

saglayacagi diisiincesindeyiz.
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CALISMAYA ALINAN PREMATURE INFANTLARIN LISTESI

DNA NUMARASI | HASTA ADI SOYADI | PEDOF. NUMARASI
1 1 B.G. 3061
2 2 L.B. 2787
3 3 A.B. 3033
4 4 U.P. 3132
5 5 H.C. 3131
6 6 A.C 3130
7 7 B.D. 3019
8 8 AA. 3025
9 9 U.A. 3026
10 10 D.A. 3027
11 11 B.B. 2390
12 12 B.B. 2357
13 13 D.M. 3123
14 15 0O.E.G. 2313
15 16 F.T. 3142
16 17 Y.E.A. 3020
17 18 B.O. 2715
18 19 F.A. 2447
19 20 B.K. 3013

20 21 A.A.D. 2862

21 22 D.B. 3173

22 23 Z.D. 3181

23 24 A.O. 2009

24 25 C.A. 2435

25 26 S.A. 3202

26 27 M.G. 821

27 28 B.K. 2212

28 29 E.E. 1003a

29 30 Y.S.C. 1898

30 31 A.U. 2499

31 32 B.S. 833

32 33 B.S 832

33 34 G.S. 2011

34 35 Y.S. 2007

35 36 U.HA. 1892

36 37 E.E. 1003b

37 38 AA. 2612

38 39 N.B. 3322

39 40 Y.M.D. 2491

40 41 B.K. 2847
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DNA NUMARASI

HASTA ADI SOYADI

PEDOF. NUMARASI

41 42 K.A.A. 2581
42 43 A.E.B. 3318
43 44 S.0. 3512
44 45 N.O. 2587
45 46 S.A. 3320
46 47 B.B. 2690
47 48 Y.E.V. 3208
48 49 E.D.G. 2824
49 50 E.B. 3528
50 51 E.B. 3529
51 52 Y.C. 3463
52 53 E.D. 3549
53 54 S.B. 893
54 55 0O.B. 892
55 56 Y.B.Y. 2890
56 57 E.A. 3515
57 58 Z.T. 3531
58 59 E.A.D. 3490
59 60 A.C. 3793
60 61 F.C. 3792
61 62 C.0.S. 3886
62 63 S.E.G. 3885
63 64 G.N.D. 3775
64 65 U.P.E. 3881
65 66 B.A. 3743
66 67 ML.A.Y. 3348
67 68 B.N.K. 2600
68 70 B.B. 3807
69 71 M.H.N. 3984
70 72 E.N.C. 3980
71 73 B.E. 3788
72 74 E.C. 3936
73 75 S.Y. 3982
74 76 T.O. 4019
75 77 U.A. 1724
76 79 F.T.G. 4114
77 81 0.G. 3397
78 83 B.G. 4131
79 84 I.C. 3983
80 85 E.C. 4184
81 86 C.I 4208
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DNA NUMARASI

HASTA ADI SOYADI

PEDOF. NUMARASI

82 87 B.C. 3420
83 88 E.U. 4461
84 89 O.F.M. 4425
85 90 S.M. 4322
86 91 A.T. 4435
87 92 M.B. 4416
88 93 M.D. 4443
89 94 R.A. 2894
90 101 N.T. 4368
91 102 N.U. 4270
92 103 AY. 4168
93 104 E.Y. 4383
94 105 AY. 4382
95 106 G.K. 4451
96 107 E.S. 4458
97 108 B.A-II 4463
98 109 S.A. 4473
99 110 P.K.P 4396
100 111 B.B. 4365
101 112 U.D.E. 2403
102 113 R.K. 4457
103 114 R.C.S. 2850
104 115 I.S. 4217
105 116 AA. 4505
106 117 AA. 4515
107 118 A.C.Y. 2340
108 119 M.Y. 2880
109 120 0O.B. 3602
110 121 Z.B. 3596
111 122 P.A. 3494
112 123 B.A. 4542
113 124 Y.A. 4543
114 125 A.D. 4687
115 126 N.T. 4613
116 127 A.T. 4614
117 128 A.E.T. 4615
118 129 C.T. 4608
119 130 H.E.K. 3776
120 131 A.D. 4733
121 132 B.K. 2992
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DNA NUMARASI | HASTA ADI SOYADI | PEDOF. NUMARASI
122 133 A.K. 3230
123 134 R.N.D. 4503
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EKLER

EK-1
BsmFI RESTRIKSiYON ENZiMi BILGILERI

Recognition Site:

5°...GGGAC(N)10°...3’
3’...CCCTG(N)14°...3’

Source:
An E. coli strain that carries the cloned BsmFI gene from Bacillus stearothermophilus F
(ER2683)

Reagents Supplied:

NEBuffer 4

BSA

Enzyme Properties
Activity in NEBuffers:
NEBuffer 1: 25%
NEBuffer 2: 50%
NEBuffer 3: 50%
NEBuffer 4: 100%

When using a buffer other than the optimal (supplied) NEBuffer, it may be necessary to add more
enzyme to achieve complete digestion.

Methylation Sensitivity:

dam methylation: Not sensitive

dem methylation: Blocked by overlapping

CpG methylation: Blocked by overlapping

More information about: Methylation Sensitivity

Activity at 37°C:

50%

Heat Inactivation:

80°C for 20 minutes

Survival in a Reaction:

(+ + +) Suitable for an extended or overnight digestion. Enzyme is active > 8 hours.
More information about: Extended Digests with Restriction Enzymes
Reaction & Storage Conditions

Reaction Conditions:

1X NEBuffer 4

Supplemented with 100 pg/ml Bovine Serum Albumin

Incubate at 65°C.

1X NEBuffer 4:

20 mM Tris-acetate

50 mM potassium acetate
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10 mM Magnesium Acetate
1 mM Dithiothreitol
pH 7.9 @ 25°C
Unit Definition:
One unit is defined as the amount of enzyme required to digest 1 ug of pBR322 DNA in 1 hour at
65°C in a total reaction volume of 50 pl.
Concentration:
2,000 units/ml
Unit Assay Substrate:
pBR322 DNA
Storage Conditions:
10 mM Tris-HCI
50 mM NaCl
1 mM Dithiothreitol
0.1 mM EDTA
200 pg/ml BSA
50% Glycerol
pH 7.4 @ 25°C
Storage Temperature:
-20°C
Diluent Compatibility:
Diluent A
General notes:
BsmFTI is an isoschizomer of Finl.
Occasionally, BsmFI has been shown to cleave the sequence GGGAC(9/13). [1The exact
frequency of this occurrence has yet to be determined.

Quality Control for Current Lot

Quality control values for a specific lot can be found on the datacard which accompanies each
product.

Ligation and Re-cutting:

After a 5-fold overdigestion with BsmFI, > 95% of the DNA fragments can be ligated with T4
DNA Ligase (at a 5' termini concentration of 1-2 uM) at 16°C. Of these ligated fragments, > 95%
can be recut with BsmFI.

16-Hour Incubation:

A 50 pl reaction containing 1 pg of pPBR322 DNA and 5 units of BsmFI incubated for 16 hours at
65°C resulted in a DNA pattern free of detectable nuclease degradation as determined by agarose
gel electrophoresis.

Exonuclease Activity:

Incubation of a 50 pl reaction containing 20 units of BsmFI with 1 pug of a mixture of single and
double-stranded [3H] E. coli DNA (205 cpm/pg) for 4 hours at 65°C released < 0.1% of the total
radioactivity.

Endonuclease Activity:

Incubation of a 50 pl reaction containing 10 units of BsmFI with 1 nug of pUC19 DNA for 4 hours
at 37°C resulted in < 10% conversion to RFII as determined by agarose gel electrophoresis.
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EK-2
VEGF MINIMAL PROMOTOR BOLGE

LOCUS  AF095785 3480 bp DNA linear PRI 29-MAY-2002
DEFINITION Homo sapiens vascular endothelial growth factor (VEGF) gene,
promoter region and partial cds.
ACCESSION AF095785
VERSION  AF095785.1 GIL:4154290
KEYWORDS
SOURCE  Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3480)
AUTHORS Brogan,l.J., Khan,N., Isaac,K., Hutchinson,J.A., Pravica,V. and
Hutchinson,I. V.
TITLE Novel polymorphisms in the promoter and 5' UTR regions of the human
vascular endothelial growth factor gene
JOURNAL Hum. Immunol. 60 (12), 1245-1249 (1999)
PUBMED 10626738
REFERENCE 2 (bases 1 to 3480)
AUTHORS Isaac,K., Brogan,I.J., Pravica,V. and Hutchinson,I.V.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (30-SEP-1998) CID School of Biological Sciences,
University of Manchester, Oxford Road, Manchester M13 9PT, UK
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3480
/organism="Homo sapiens"
/mol _type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="6"
/map="6p21.3"
gene 1..>3480
/gene="VEGF"
promoter 1..2362
/gene="VEGF"
variation 823
/gene="VEGF"
/replace="c"
variation 1946
/gene="VEGF"
/replace="t"
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mRNA 2363..>3466
/gene="VEGF"
CDS 3401..>3466
/gene="VEGF"
/codon_start=1
/product="vascular endothelial growth factor"
/protein_id="AAD04918.1"
/db_xref="GI:4154291"
/translation="MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAK"

ORIGIN

1 gaattctgtg ccctecactee cetggatece tgggeaaage cccagaggga aacacaaaca

61 ggttgttgta acacaccttg ctgggtacca ccatggagga cagttggett atgggggtgg
121 ggggtgectg gggecacgga gtgactggtg atggetatece ctecttggaa cecctecage
181 ctectettag cttcagattt gtttatttgt tttttactaa gacctgetcet ttcaggtetg
241 ttggcetcttt taggggctga agaaggecga gttgagaagg gatgcaaggg agggggccag
301 aatgagccct tagggctcag agectecate ctgecccaag atgtctacag cttgtgetee
361 tggggtgcta gaggegeaca aggaggaaag ttagtggctt cecttecata tecegtteat
421 cagcctagag catggagecce aggtgaggag gectgectgg gagggggcce tgagecagga
481 aataaacatt tactaactgt acaaagacct tgtccetget getggggage ctgecaagtg
541 gtggagacag gactagtgca cgaatgatgg aaagggaggg ttggggtggg tgggagecag
601 cccttttect cataagggece ttaggacacc ataccgatgg aactgggggt actggggagg
661 taacctagca cctccaccaa accacageaa catgtgetga ggatggggct gactaggtaa
721 geteectgga gegttttggt taaattgagg gaaattgetg catteccatt ctcagtecat
781 gectecacag aggetatgee agetgtagge cagaccctgg caagatetgg gtggataate
841 agactgactg gcctcagage cccaactttg tteectgggg cagectggaa atagecaggt
901 cagaaaccag ccaggaattt ttccaagetg cttcctatat gcaagaatgg gatgggggee

961 tttgggagca cttagggaag atgtggagag ttggaggaaa agggggcttg gaggtaaggg
1021 aggggactgg gggaaggata ggggagaagc tgtgagectg gagaagtage caagggatcee
1081 tgagggaatg ggggagcetga gacgaaaccce ccatttctat tcagaagatg agetatgagt
1141 ctgggcttgg getgatagaa gecttggecee ctggectggt gggagetetg ggeagetgge
1201 ctacagacgt tccttagtge tggegggtag gtttgaatca tcacgeagge cetggectee
1261 acccgececee accagecccce tggecteagt teectggeaa catetggggt tgggggggca
1321 gcaggaacaa gggcectetgt ctgeccaget geeteccect ttgggttttg ccagacteca
1381 cagtgcatac gtgggctcca acaggtecte tteectecca gtecactgact aaccecggaa
1441 ccacacagct tceegttete agetccacaa acttggtgece aaattcettet cecctgggaa
1501 gcatcectgg acacttccca aaggacceca gteactecag cetgttgget geegetecact
1561 ttgatgtctg caggccagat gagggcteca gatggeacat tgtcagaggg acacactgtg
1621 gcccectgtge ccagecectgg getetetgta catgaageaa ctecagtece aaatatgtag
1681 ctgtttggga ggtcagaaat agggggtcca ggageaaact cccceccaccce cettteccaaa
1741 gcccattecc tetttageca gageeggggt gtgecagacgg cagteactag ggggegeteg
1801 gcecaccacag ggaagetggg tgaatggage gageagegte ttcgagagtg aggacgtgtg
1861 tgtetgtgtg gotgagtgag tgtgtgegte tggggttgag gotottggag cggggagaag
1921 gecaggggte actccaggat teccaacagat ctgtgtgtee ctetecccac cegteectgt
1981 ccggcetetee geettecect geeceecttea atattectag caaagaggga acggcetctea
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2041 ggccectgtee geacgtaacc teactttect geteectect cgecaatgece cegegggege
2101 gtgtctetgg acagagtttc cgggggegga tgggtaattt tcaggetgtg aaccttggtg
2161 ggggtegage tteeecttea ttgeggeggg ctgegggeca ggettecactg ggegtecgea
2221 gagcccggge ccgageegeg tgtggagggg ctgaggceteg cetgteceeg ceceeegggg
2281 cgggceegggg geggggtece ggeggggegg agecatgege cecccccttt tttttttaaa
2341 agtcggcetgg tageggggag gatcgeggag gettggggcea geegggtage teggaggteg

2401 tggcgetggg ggctageace agegetetgt cgggaggege ageggttagg tggacceggte
2461 agcggactca ccggecaggg cgeteggtge tggaatttga tattcattga teegggtttt

2521 atccctcttc ttttttctta aacatttttt tttaaaactg tattgtttct cgttttaatt

2581 tatttttget tgecattece cacttgaate gggecgacgg cttggggaga ttgetetact

2641 tcceccaaate actgtggatt ttggaaacca gcagaaagag gaaagaggta gcaagagetc
2701 cagagagaag tcgaggaaga gagagacggg gtcagagaga gegegeggge gtgegageag
2761 cgaaagcgac aggggcaaag tgagtgacct gettttgggg gtgaccgeeg gagegeggeg
2821 tgagccctee cecttgggat cecgeagetg accagtegeg ctgacggaca gacagacaga
2881 caccgecccece agecccaget accacctect ceeeggeegg cggeggacag tggacgegge
2941 ggegageege gggeagggee cggageecge geeeggagge gggategagy geotegggac
3001 tcgeggegte geactgaaac ttttegteca acttetggge tgtteteget teggaggage

3061 cgtggteege gegggggaag ccgagecgag cggagecgeg agaagtgeta getegggeeg
3121 ggaggageeg cageeggagg aggeggagea geaagaagag aaggaagage agaggesgece
3181 gcagtggcga cteggegete ggaageeggg cteatggacg ggtgaggegg cggtgtgege
3241 agacagtgct ccagecgege gegeteeeca ggeectggee cgggectegg geeggggagg
3301 aagagtagct cgecgaggeg ccgaggagag cgggecgece cacageccga geeggagagg
3361 gagcgegage cgegeeggece ceggteggge ctecgaaacce atgaacttte tgetgtettg
3421 ggtgcattgg agecttgect tgetgeteta cetecaccat gecaaggtaa geggtegtge

VEGF PROMOTER BOLGE (1.EKZON’UN TAMAMI)

LOCUS  HUMVEGFI 3480bp DNA linear PRI 03-AUG-1993
DEFINITION Human vascular endothelial growth factor gene, exon 1.
ACCESSION M63971
VERSION  M63971.1 GI:340206
KEYWORDS vascular endothelial growth factor.
SEGMENT 1o0f8
SOURCE  Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (sites)
AUTHORS Tischer,E., Mitchell,R., Hartman,T., Silva,M., Gospodarowicz,D.,
Fiddes,J.C. and Abraham,J.A.
TITLE  The human gene for vascular endothelial growth factor. Multiple
protein forms are encoded through alternative exon splicing
JOURNAL J. Biol. Chem. 266 (18), 11947-11954 (1991)
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PUBMED 1711045
COMMENT  Original source text: Homo sapiens lung DNA.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3480
/organism="Homo sapiens"
/mol _type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:9606"
/cell_type="fibroblast"
/tissue_type="lung"
mRNA join(2363..3466,M63972.1:18..69,M63973.1:18..214,
M63974.1:18..94,M63975.1:18..47,M63976.1:18..89,
M63977.1:18..149,M63978.1:18..76)
/product="vascular endothelial growth factor"

exon 2363..3466
/product="vascular endothelial growth factor"
/number=1

CDS join(3401..3466,M63972.1:18..69,M63973.1:18..214,

M63974.1:18..94,M63975.1:18..47,M63976.1:18..89,
M63977.1:18..149,M63978.1:18..39)

/codon_start=1

/product="vascular endothelial growth factor"
/protein_id="AAA36804.1"

/db_xref="GI:340215"

/translation="MNFLLSWVHWSLALLLYLHHAKWSQAAPMAEGGGQNHHEVVKFM

DVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMRCGGCCNDEGLECVPTEESNI

TMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLQHNKCECRPKKDRARQEKKSVRGKGKGQKRKRKKSRY

KSWSVPCGPCSERRKHLFVQDPQTCKCSCKNTDSRCKARQLELNERTCRCDKPRR"

ORIGIN

1 gaattctgtg ccctecactee cetggatecee tgggeaaage cccagaggga aacacaaaca

61 ggttgttgta acacaccttg ctgggtacca ccatggagga cagttggett atgggggtgg
121 ggggtgectg gggecacgga gtgactggtg atggetatece ctecttggaa cecctecage
181 ctectettag cttcagattt gtttatttgt tttttactaa gacctgetcet ttcaggtetg
241 ttggcetcttt taggggctga agaaggecga gttgagaagg gatgcaaggg agggggccag
301 aatgagccct tagggctcag agectecate ctgecccaag atgtctacag cttgtgetee
361 tggggtgcta gaggcegeaca aggaggaaag ttagtggctt cecttecata tecegtteat
421 cagcctagag catggagecce aggtgaggag gectgeetgg gagggggcce tgagecagga
481 aataaacatt tactaactgt acaaagacct tgtccetget getggggage ctgecaagtg
541 gtggagacag gactagtgca cgaatgatgg aaagggaggg ttggggtggg tgggagecag
601 cccttttect cataagggece ttaggacacc ataccgatgg aactgggggt actggggagg



661 taacctagca cctccaccaa accacageaa catgtgetga ggatggggct gactaggtaa
721 geteectgga gegttttggt taaattgagg gaaattgetg catteccatt ctcagtecat
781 gcctecacag aggetatgee agetgtagge cagaccectgg cacgatetgg gtggataate
841 agactgactg gcctcagage cccaactttg ttcectgggg cagectggaa atagecaggt
901 cagaaaccag ccaggaattt ttccaagetg cttcctatat gcaagaatgg gatgggggee

961 tttgggagca cttagggaag atgtggagag ttggaggaaa agggggcttg gaggtaaggg
1021 aggggactgg gggaaggata ggggagaagc tgtgagectg gagaagtage caagggatcec
1081 tgagggaatg ggggagcetga gacgaaaccce ccatttctat tcagaagatg agetatgagt
1141 ctgggcttgg getgatagaa gecettggecee ctggectggt gggagetetg ggeagetgge
1201 ctacagacgt tecttagtge tggegggtag gtttgaatca tcacgeagge cetggectee
1261 acccgecccee accagecccce tggecteagt teectggeaa catetggggt tgggggggca
1321 gcaggaacaa gggcectetgt ctgeccaget gecteccect ttgggttttg ccagacteca
1381 cagtgcatac gtgggcteca acaggtecte ttecctecca gtecactgact aaccecggaa
1441 ccacacagct tcecgttete agetccacaa acttggtgee aaattettet ceectgggaa
1501 gcatcectgg acacttccca aaggacceca gteactecag cetgttgget geegeteact
1561 ttgatgtctg caggccagat gagggcteca gatggeacat tgtcagaggg acacactgtg
1621 gcccectgtge ccageectgg getetetgta catgaageaa ctecagtecee aaatatgtag
1681 ctgtttggga ggtcagaaat agggggtcca ggageaaact ccccccacce cettteccaaa
1741 geccattecc tetttageca gageeggggt gtgecagacgg cagtecactag ggggegeteg
1801 gcecaccacag ggaagetggg tgaatggage gageagegte ttcgagagtg aggacgtgtg
1861 tgtetgtgtg gotgagtgag tgtgtgegte tggggttgag gotottggag cggggagaag
1921 gecaggggtce actccaggat tccaatagat ctgtgtgtee ctetecccac cegtecetgt
1981 ccggcetetee gecttecect geeeecttea atattectag caaagaggga acggcetetea
2041 ggccectgtee geacgtaacc teactttect geteectect cgecaatgece cegegggege
2101 gtgtctetgg acagagtttc cgggggegga tgggtaattt tcaggetgtg aaccttggtg
2161 ggggtegage ttececttea ttgeggeggg ctgegggeca ggettecactg ggegteegea
2221 gagceeggge cegageegeg tgtggagggg ctgaggceteg cetgteceeg ceceecgggg
2281 cgggeegggg geggggtece ggeggggegg agecatgege cecccccttt tttttttaaa
2341 agtcggcetgg tageggggag gatcgeggag gettggggcea geegggtage teggaggteg

2401 tggcgetggg ggctageace agegetetgt cgggaggege ageggttagg tggacceggte
2461 agcggactca ccggecaggg cgeteggtge tggaatttga tattcattga teegggtttt

2521 atccctcttce ttttttctta aacatttttt tttaaaactg tattgtttct cgttttaatt

2581 tatttttget tgecattece cacttgaate gggecgacgg cttggggaga ttgetetact

2641 tcceccaaate actgtggatt ttggaaacca gcagaaagag gaaagaggta gcaagagctc
2701 cagagagaag tcgaggaaga gagagacggg gtcagagaga gegegegggce gtgegageag
2761 cgaaagcgac aggggcaaag tgagtgacct gettttgggg gtgaccgeeg gagegeggeg
2821 tgagccctee cecttgggat cecgeagetg accagtegeg ctgacggaca gacagacaga
2881 caccgcecccce agecccaget accacctect ceeeggeegg cggeggacag tggacgegge
2941 ggegagecege gggeagggee cggageecge geeeggagge gggatggagy gegtegggac
3001 tcgeggegte geactgaaac ttttegteca acttetggge tgtteteget teggaggage

3061 cgtggteege gegggggaag ccgagecgag cggagecgeg agaagtgeta getegggeeg
3121 ggaggageeg cageeggagg agggggagea ggaagaagag aaggaagage agaggegece
3181 gcagtggcga cteggegete ggaageeggg cteatggacg ggtgaggegg cggtgtgege
3241 agacagtgct ccageegege gegeteeeca ggeectggee cgggectegg geeggggagg
3301 aagagtagct cgcegaggeg ccgaggagag cgggecgece cacageecga geeggagagg
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3361 gagcgegage cgegeeggece ceggteggge ctecgaaacce atgaacttte tgetgtettg
3421 ggtgcattgg agecttgecet tgetgeteta cetecaccat gecaaggtaa geggtegtge
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EK-3
VEGFR (FLK1) MINIMAL PROMOTOR BOLGE

LOCUS  X89776 1267 bp DNA linear PRI 14-JAN-1996
DEFINITION H.sapiens DNA for 5'UTR of receptor tyrosine.
ACCESSION X89776
VERSION  X89776.1 GI:1155008
KEYWORDS KDR/flk-1 gene.
SOURCE  Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1
AUTHORS Patterson,C., Perrella, M. A., Hsich,C.M., Yoshizumi,M., Lee, M.E. and
Haber,E.
TITLE Cloning and functional analysis of the promoter for KDR/flk-1, a
receptor for vascular endothelial growth factor
JOURNAL J. Biol. Chem. 270 (39), 23111-23118 (1995)
PUBMED 7559454
REFERENCE 2
AUTHORS Patterson,C.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (19-JUL-1995) C. Patterson, Harvard School of Public
Health, Cardiovascular Biology Lab, 677 Huntington Avenue, Building
2 Room 113a, Boston MA 02115, USA
REMARK Revised by [2]
REFERENCE 3 (bases 1 to 1267)
AUTHORS Patterson,C.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (14-JAN-1996) C. Patterson, Harvard School of Public
Health, Cardiovascular Biology Lab, 677 Huntington Avenue, Building
2 Room 113a, Boston MA 02115, USA
COMMENT  OnJan 15, 1996 this sequence version replaced gi:1019387.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1267
/organism="Homo sapiens"
/mol type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:9606"
gene 1.>1150
/gene="KDR/flk-1"
promoter 1..881
/gene="KDR/flk-1"
CDS 1084..>1150
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/gene="KDR/flk-1"

/codon_start=1

/product="vascular endothelial growth factor (VEGF)

receptor”

/protein_id="CAA61916.1"

/db_xref="GI:1155009"

/db_xref="GDB:127921"

/db_xref="GOA:P35968"

/db_xref="HGNC:6307"

/db_xref="PDB:1VR2"

/db_xref="PDB:1Y6A"

/db_xref="PDB:1Y6B"

/db_xref="PDB:1YWN"

/db_xref="UniProtKB/Swiss-Prot:P35968"

/translation="MQSKVLLAVALWLCVETRAASV"

ORIGIN
1 cctecttece ctgggectaa ggatatettg getggaaget ctgetetgaa aaggggceatg

61 gccaaacttt cactagggcet cttcgttggg gagcacgatg gacaaaagcec ttettgggge
121 taggcaggtc acttcaaact tggagecgee aaatattttg ggaaatageg ggaatgetgg
181 cgaactgggc aagtgcegttt tctgattaag agcaaccaga ttcagcetttt taaactacaa
241 ttatactggc caaacaaaat acccttatac aaaaaccaaa actactggcea ggagtegetg
301 ccagcettgeg acccggeata cttggetgag tatccgette teccttgtgg ctecaaactg
361 ctgcagattc teggecactt cagacgegeg cgatggegaa gagggtectg cactttgacg
421 cgectggtga gggageggtg ctettegeag cgetectggt gatgetecce aaattteggg
481 gaccggceaag cgattaaatc ttggagttge tcagegecceg ttaccgagta ctttttattt
541 acaccagaaa caaagttgtt gctctgggat gttctetect gggegacttg gggeccageg

601 cagtccagtt gtgtggggaa atggggagat gtaaatggge ttggggaget ggagatecce

661 gcegggtacce cgggtgaggg geggggetgg ccgeacggga gageccctee tecgeeeegg
721 ccecgeeeeg catggeceeg cetecgeget ctagagttte ggetecaget cecacectge

781 actgagtcce gggacceegg gagageggtce agtgtgtggt cgetgegttt cetetgectg
841 cgccgggceat cacttgegeg ccgeagaaag teegtetgge agectggata tectetecta
901 ccggcacceg cagacgececc tgeageegee ggteggegee cgggetecct agecctgtge
961 gctcaactgt cetgegetge ggggtgecge gagttecacce teegegecte cttetctaga
1021 caggcgetgg gagaaagaac cggcteccga gttetgggea tttecgecegg ctegaggtge
1081 aggatgcaga gcaaggtget getggecgte geectgtgge tetgegtgga gaceegggee
1141 gectetgtgg gtaaggagcece cactetggag gaggaaggea gacaggtegg gtgagggcgg
1201 agaggacctg aaagccagat ctaactcgga atcgtagage tggagagttg gacaggactt
1261 gacattt
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EK-4
HGF MINIMAL PROMOTOR BOLGE

LOCUS E09626 2184bp RNA linear PAT 04-NOV-2005
DEFINITION DNA encoding human HGF.
ACCESSION E09626
VERSION E09626.1 GI:22026253
KEYWORDS JP 1995179356-A/1.
SOURCE  Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2184)
AUTHORS Nakamura,T. and Matsumoto,K.
TITLE EPITHELIOCYTE GROWTH PROMOTER
JOURNAL Patent: JP 1995179356-A 1 18-JUL-1995;
NAKAMURA TOSHIICHI
COMMENT OS Homo sapiens (human)
PN JP 1995179356-A/1
PD 18-JUL-1995
PF 28-DEC-1990 JP 1990419158
PI NAKAMURA TOSHIICHI, MATSUMOTO KUNIO
PC A61K38/00,A61K38/00//C12N15/16,C12P21/02,(C12P21/02,C12R1:91);
CC strandedness: Double;
CC topology: Linear;

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1.2184

FT /organism="Homo sapiens'

FT /tissue type="liver'

FT mat peptide 163..1482

FT /product="HGF alpha chain'

FT mat peptide 1483..2184

FT /product="HGF beta chain'.
FEATURES Location/Qualifiers

source 1..2184
/organism="Homo sapiens"
/mol type="unassigned RNA"
/db_xref="taxon:9606"
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ORIGIN

1 atgtgggtga ccaaactcct gecagecectg ctgetgeage atgtectect geatetecte

61 ctgctcecca tegecatecce ctatgecagag ggacaaagga aaagaagaaa tacaattcat
121 gaattcaaaa aatcagcaaa gactacccta atcaaaatag atccagcact gaagataaaa
181 accaaaaaag tgaatactgc agaccaatgt gctaatagat gtactaggaa taaaggactt
241 ccattcactt gcaaggcttt tgtttttgat aaagcaagaa aacaatgcect ctggttecce

301 ttcaatagca tgtcaagtgg agtgaaaaaa gaatttggcec atgaatttga cctctatgaa
361 aacaaagact acattagaaa ctgcatcatt ggtaaaggac gcagctacaa gggaacagta
421 tctatcacta agagtggcat caaatgtcag ccctggagtt ccatgatacc acacgaacac
481 agctttttgce cttcgageta tcggggtaaa gacctacagg aaaactactg tcgaaatect
541 cgaggggaag aagggggacc ctggtgtttc acaagcaatc cagaggtacg ctacgaagtc
601 tgtgacattc ctcagtgttc agaagttgaa tgcatgacct gcaatgggga gagttatcga
661 ggtctcatgg atcatacaga atcaggcaag atttgtcage getgggatea tcagacacca
721 caccggcaca aattcttgee tgaaagatat cccgacaagg getttgatga taattattge
781 cgcaatcceg atggecagee gaggecatgg tgetatacte ttgaccectea caccegetgg
841 gagtactgtg caattaaaac atgcgctgac aatactatga atgacactga tgttcctttg
901 gaaacaactg aatgcatcca aggtcaagga gaaggctaca ggggceactgt caataccatt
961 tggaatggaa ttccatgtca gegttgggat tetcagtate ctcacgagea tgacatgact
1021 cctgaaaatt tcaagtgcaa ggacctacga gaaaattact gccgaaatce agatgggtct
1081 gaatcaccct ggtgttttac cactgatcca aacatccgag ttggetactg cteccaaatt
1141 ccaaactgtg atatgtcaca tggacaagat tgttatcgtg ggaatggceaa aaattatatg
1201 ggcaacttat cccaaacaag atctggacta acatgttcaa tgtgggacaa gaacatggaa
1261 gacttacatc gtcatatctt ctgggaacca gatgcaagta agcetgaatga gaattactge
1321 cgaaatccag atgatgatge tcatggaccc tggtgetaca cgggaaatece actcattect
1381 tgggattatt gecctattte tegttgtgaa ggtgatacca cacctacaat agtcaattta
1441 gaccatcccg taatatcttg tgccaaaacg aaacaattge gagttgtaaa tgggattcca
1501 acacgaacaa acataggatg gatggttagt ttgagataca gaaataaaca tatctgcgga
1561 ggatcattga taaaggagag ttgggttctt actgcacgac agtgtttccc ttctcgagac
1621 ttgaaagatt atgaagcttg gcettggaatt catgatgtcc acggaagagg agatgagaaa
1681 tgcaaacagg ttctcaatgt ttcccagetg gtatatggece ctgaaggate agatctggtt
1741 ttaatgaagc ttgccaggece tgetgtectg gatgattttg ttagtacgat tgatttacct
1801 aattatggat gcacaattcc tgaaaagacc agttgcagtg tttatggcetg gggcetacact
1861 ggattgatca actatgatgg cctattacga gtggcacatc tctatataat gggaaatgag
1921 aaatgcagcec agcatcateg agggaaggtg actctgaatg agtctgaaat atgtgetggg
1981 gctgaaaaga ttggatcagg accatgtgag ggggattatg gtggeccact tgtttgtgag
2041 caacataaaa tgagaatggt tcttggtgte attgttectg gtegtggatg tgecatteca
2101 aatcgtcctg gtatttttgt ccgagtagea tattatgecaa aatggataca caaaattatt
2161 ttaacatata aggtaccaca gtca
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EK-5
¢-MET MINIMAL PROMOTOR BOLGE

LOCUS AF046925 3020bp DNA linear PRI 04-SEP-1998
DEFINITION Homo sapiens hepatocyte growth factor receptor (c-met) gene,
promoter sequence.
ACCESSION AF046925
VERSION  AF046925.1 GI:3273702
KEYWORDS
SOURCE  Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Catarrhini;
Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3020)
AUTHORS Liu,Y.
TITLE The human hepatocyte growth factor receptor gene: complete
structural organization and promoter characterization
JOURNAL Gene 215 (1), 159-169 (1998)
PUBMED 9666114
REFERENCE 2 (bases 1 to 3020)
AUTHORS Liu,Y.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-FEB-1998) Medicine, Rhode Island Hospital, 593 Eddy
Street, Providence, RI 02903, USA
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3020
/forganism="Homo sapiens"
/mol type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="7"
gene 1..3020
/gene="c-met"
/note="hepatocyte growth factor receptor gene"
promoter 1..3020
/gene="c-met"
ORIGIN
1 ctgcaggtga cagaagtcce agcetaccagt gtctagaaca agttttgtet ttgeeetett
61 tccacaaaac aagaaatctg gaagcaggtg tctactggea gtagggcetgt acctcagecaa
121 tgtcagcacc aacttctgea tgetggteac aagatggtta gttettcact gggeatcata
181 tatgaaatca agaagcaaga aaggaaaagg ggtggcacca gecttaaacc ctttcccaca
241 aggccccatce agacttcaac ttatacctea ttaccagaat gacatcacat ggecatgtet
301 agctgcaaag gagtctggga aagcaaatat ttctcttttc aagecccaag agtggaggea
361 ggaacaggaa aatctcgttg ggaacagatg ctggcettage acaacagtgt ggaccacaag



421 agatttggtt tggttaagaa aataccaaca gaacttcatc atacagtgta tcacccatga
481 catgaaccca aggaaagtta aatagcaaca attaaaagtt tgctgcaaaa ccaaaattga
541 attatagaac tcctattacc ttttaaaata tctgtttcca ttcatttcca aaaatctgaa

601 attatctgta aacattttcc caatcaaatc tgtctaggta gtgtgtaaaa attacttgac

661 cttcacacac ccagatactt ttagttatge tattgttagt tatgttattt cataaaatgt

721 tatctcctta tttacagttg ataaatgaaa tgatgatttt caatacagtt tcaaaactgg

781 attgaaattt tgttagttat tagaaactag aaagtttcag tgctgaaaat acacaacggg

841 ttgtttgtat ttatcatcta ttttattttc cagtttgeat tggcettttct gggtetttet

901 acaactttaa ttgtaaattt tttcttttat atttttatca tggcactcaa actcagaaaa

961 cctgttaagg caactacata atgtgatcta aaaatccagt taacatattg ctatggaaac
1021 caggaaatag aaacagcact ctaatcattc ctttagacaa ctatggctct gtgtgtgtgt
1081 gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtaaaacttt ttaaattcat taatttatte atcttttatt

1141 gaaagctgtt actgaaccca aaatctgtaa ttgatctgtc cataaatagg cccagtgect
1201 tattaccagt aaattagtgt tttttaatga gctatagtca ttgataaatt atgccatgee

1261 gtatcaggaa atctccagtc aggccgegtt gtttatttag cctgetgagg cctettggta
1321 tggtgtgaag gacacctgac tgggctgaaa getaagttct aactttgece ctettactaa
1381 ccagctatgt gactctectg ggaactttta gggactcagt ttetttacct gcaaaatggt
1441 tcaatgcaag actttagtaa cgtaatggga actttccttt tccataaaac tggggaatca
1501 agaggtaatc tcttttgagg actgaaatca ctcttatgta acctetggtt acattatcat

1561 ttcaagtgcc tggeacttgg gaaatgataa ctattcttac tacatttttc tatgtttcat

1621 tctgtagtaa ataagaactg aacctgcata gtaactgtta ttttaaccca tgactttcaa
1681 taacgaagat atctatgtct cattatctat tgccatgatt gaacaagttg gtatgagage
1741 cggaacgaac tcaagttcta accgcaatgce ccgttectta gatcctatta cetttgagtg
1801 ttcatttact cttgtaggtg ccaattttta tagcgaaata caaagttatc ccaacacaat
1861 tactcctaat agagttcacc gaggccccaa aagcetctttt tttaaaatca tcataagatt
1921 tcaacattca agaattaaac ttttgttctg ttgtgettat tcatcgetat ttgeccagtt

1981 atttaatcag cctgctteeg getatggaaa aaaaaaaaga aaaaaagaaa tggaagtctc
2041 ctcagggtta aactcctetg ttgttcttee ttgeagaaat ttgagttatt atagtagagg

2101 ataatcgttg cataatgaaa tcattgggac aattcgacca tecacttcta cetecgecte
2161 taacaatgaa ctccttgttt ctgeggtgee caaatctete taaacceggg tgggegeggg
2221 geggttageg gagacgtggg agaggecgag ageaaagete gegeecttee cggggteage
2281 gagcggggtg ccaggagggt gegegecectg cetetgagee cggggtgaca ctegecteee
2341 aagcgecagg agggggagac teggtecege ttatcteegg ctgtgetaac ttcagactge
2401 ctgagetggg ggaggagage gegeagecag ggegagaaaa cttctecace tagaaagttt
2461 caccttgteg tgggegggge agaggeggga ggaaacgega cccccgeggg gecaggegeg
2521 gegeggacgg caggaagggce gggggccgat ttecctetgg gtggtgecag tececaccte
2581 agcggtecte ggaaccegeg gactagggga cggacageac gegaggeaga cagacacgtg
2641 ctggggceggg caggegageg ccteagtetg gtegeetgge ggtgecteeg geeccaacge
2701 geeegggeceg cegegggecg cgegegeega tgeeeggetg agtecactgge agggeagege
2761 gegtgtggga aggggeggag ggagtgegge cggeggeegg gegggaceget ggacteagee
2821 gggccgeagg tgacceggag geectegeeg cgegeeccga gegetttgtg agcagatgeg
2881 gagccgagtg gagggegega gecagatgeg gggegacage tgacttgetg agaggaggeg
2941 gggaggegeg gacgegtgtg gtecttgege cgetgactte tecactggtt cetgggeace
3001 gaaaggtaaa attgccagee



