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TESEKKUR

Uzmanlik egitimi aldigim yillar boyunca bana ve tiim asistanlarina karsi her zaman
anlayisla ve nezaketle yaklagsmis, asistanlarinin egitim hakkini her sartta siddetle savunmus,
hem mesleki hem de akademik anlamda bize hep yol gosterici olmus ve hepsinden daha
onemlisi etik degerlere bagli, ahlakli bir hekim olarak bize hep guzel 6rnek olmus kiymetli

hocam Prof. Dr. Dilek Giiven’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Egitimim boyunca 6grendigim her seyi onlara bor¢lu oldugum, uzman asistan
hiyerarsisini bir kenara birakarak bana hep sevgi ve saygiyla yaklasmis ve daha iyi bir egitim
almam i¢in her tiirlii fedakarligi yapmis Do¢.Dr. Mehmet Demir, Op.Dr. Ayse Burcu Dirim,
Op. Dr. Delil Ozcan, Op.Dr. Selam Yekta Sendiil, Op.Dr. Eyiip Diizgiin, Op.Dr. Semra

Tiryaki Demir ve tiim uzmanlarima ayr1 ayri tesekkiir ederim.

Klinikte ve ameliyathanede beraber ¢alistigim gerek mesleki gerekse sosyal anlamda
hastane icinde yasadigim tiim sorunlari ¢ozmemde bana hep yardimc1 olmus birlikte
calismaktan her zaman keyif aldigim tiim hemsire ve personellerimize ayr1 ayr1 tesekkiir

ederim.

Asistanlik slirem boyunca beraber ¢alistigim, hepsinden ayr1 ayr ¢ok fazla sey
6grendigim sadece hastane i¢inde degil hastane diginda da dmiir boyu siirecegine inandigim
dostluklar kurdugum basta eskidemim Dr. Giircan Dogukan Arslan olmak tizere tiim asistan

arkadaslarima ayr1 ayn tesekkiir ederim.

Fen lisesine girdigim ilk glinden bugiine kadar her zaman yanimda olmus tiim
arkadaslarima; hem fakiiltede, hem zorunlu hizmet siirem boyunca hem de asistanlik
hayatimda yanimda olan destegini her zaman hissettigim degerli meslektasim Dr. Fikret
Berkan Anarat’a ve uzmanlik egitimi aldigim dort y1l boyunca ayni evi paylastigim, fen
lisesindeki ilk giinlimden bugiine kadar yillarim1 beraber gegirdigim, varligiyla bana her

zaman gii¢ vermis kardesim Yalim Can Arslan’a tesekkiiri bir borg bilirim.

Bugiinlere gelmemde kuskusuz en biiyiik pay sahibi olan, evlatlarinin egitimi i¢in
hep kendi ihtiyaglarindan kisarak her tiirlii fedakarligi yapmus, tum nasihatlerinde
doktorlugun her seyden 6nce iyi insan olmak oldugunu ifade etmis ¢ok degerli anneme ve
babama ve hicbir kosulda benden destegini esirgemeyen sevgili kardesime ayr1 ayn tesekkiir

ederim.
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KISALTMALAR

Aa : aminoasit

AAYV: Adeno iliskili viriis

DNA : Deoksiribonikleik asit

EHS : El hareketleri seviyesi
EIAV: Equine enfeksiydz anemi virisi
ERG : Elektroretinografi

FA: Floresein anjiyografi

FAF: Fundus autoflorescence

FAZ: Foveal avaskuler zone

FDA: ABD Gida ve llag Idaresi
GIB : Goz i¢i basing

IH : Isik hissi

ILM: i¢ limitan membran

KBB : Kulak Burun Bogaz

KMO: Kistik makula 6demi

LCA: Leber’in konjenital amarozisi
MPS : Metreden parmak sayma
NGS: Next generation sequencing
O.R. : Otozomal Resesif

OKT: Optik Koherens Tomografi
OKTA: Optik koherens tomografi anjiografi
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
RBP: Retinol baglayici protein
RNA : Ribonikleik asit

RP : Retinitis Pigmentosa

RPE: Retina pigment epiteli



Sh-1: Shaker-1

USH : Usher Sendromu

USH1 : Usher Sendromu Tip 1

USH2 : Usher Sendromu Tip 2

USH3 : Usher Sendromu Tip 3

VEGF: Vaskiiler endotelyal blylime faktoru
WES: Whole exome sequencing

WGS: Whole genome sequencing

pl: Mikrolitre
um : Mikrometre
<: Kulguktir

>: Buyuktdr



OZET

Amag: Ulkemizin bir ¢ok bolgesinden gelerek klinigimize basvurmus Usher
sendromu hastatalarinin demografik 6zelliklerini, klinik bulgularini ve molekiiler

epidemiyolojilerini arastirmak

Gerec ve YOntem: Calismamiz kapsaminda Usher sendromu 6n tanisiyla
klinigimizde takip edilen 48 hastanin 6zge¢mis, soyge¢mis 6zellikleri gérme, isitme

ve denge muayenelerinin sonuglari ve genetik aragtirma sonuglari degerlendirildi.

Bulgular: Hastalarimizdan 14 tanesi Usher sendromu Tip 1, 16 tanesi ise Usher
sendromu Tip 2 olarak tespit edildi. Hastalarimizdan 18 tanesine Klinik olarak
siniflandirma yapilamadi. Klinik olarak Tip 2 ile uyumlu 7 hastamizda MYO7A

geninde mutasyon tespit edildi.

Sonug: Usher sendromu Tip1’e sebep oldugu bilinen MYO7A gen mutasyonu, klinik
olarak Usher sendromu Tip2 ile uyumlu 7 hastamizda tespit edildi. Bu hastalarimizin

6 sinda heterozigot, 1 hastamizda ise homozigot mutasyon tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: genetik, Usher sendromu, MYQOTA, retinitis pigmentosa,

molekiler epidemiyoloji



ABSTRACT

Purpose : To investigate the demographic characteristics, clinical findings and
molecular epidemiology of Usher syndrome patients who apply to our clinic from

many regions of our country.

Materials and Methods: In this study, medical and family history, ophthalmologic,
hearing and vestibular examination findings and genetical research findings of 48
patients who were followed-up in our clinic with a prediagnosis of Usher syndrome

were evaluated.

Results: 14 of the patients were Usher syndrome Type 1, 16 of them were Usher
syndrome Type 2. 18 patients could not be clinically classified. MYO7A gene

mutation was detected in 7 patients.

Conclusions: MYO7A gene mutation, which is known to cause Usher syndrome
Type 1, was detected in 7 patients clinically compatible with Usher syndrome Type2.
Heterozygous mutation was detected in 6 of these patients and homozygous mutation

in 1 patient.

Keywords: genetics, usher syndrome, MYOT7A, retinitis pigmentosa, molecular

epidemiology



GIRIS VE AMAC

TANIM, GENEL SINIFLAMA ve EPIDEMiYOLOJI

Usher sendromu (USH) retinitis pigmentosa (RP), nérosensoriyal isitme
kayb1 ve denge problemleriyle seyreden kronik, progresif, otozomal resesif kalitilan
bir hastaliktir. 1914 yilinda Charles Usher tarafindan tanimlanmustir. Retinitis
pigmentosanin goriilmeye basladig: yasa, isitme kaybinin siddetine ve denge
probleminin eslik edip etmemesine gore ii¢ farkl klinik tipe ayrilmistir. Konjenital
sagirligt olan hastalarin % 3 — 6’sinda, RP hastalarinin % 8 — 33 “linde ve hem kor
hem sagir hastalarin %50’sinde Usher sendromu gériilmektedir [1]. Usher sendromu
klinik ve genetik olarak heterojenite gostermektedir. Davenportt ve Omenn
tarafindan 1977 yilinda yapilan siniflandirma giiniimiizde halen aktif olarak
kullanilmaktadir [2]. USH Tip 1 ‘de (USH1) hastalar sagir olarak dogarken
vestibiler problemler de eslik eder. Bununla beraber gérme kaybi da ilk dekatta
baglamaktadir. USH Tip 2’de (USH2) daha hafif seyirli isitme kaybi goriiliirken
denge problemleri izlenmez. USH Tip3’te (USH3) ikinci tipe benzer bicimde daha
hafif siddette isitme kaybi izlenirken Tip 2’den farkli olarak isitme kayb1 progresif

seyreder ve vestibiiler problemler eslik edebilir [3].

Tablo 1. Usher sendromu tipleri ve klinik 6zellikleri

Tip 1l Tip 2 Tip 3
Isitme Dogumsal bilateral Dogumdan itibaren Dogumda normal,
sagirhik orta siddette ya da cocukluk ve ergenlikte

siddetli igitme kayb1 baslayip progresif

ilerleyen isitme kayb1

Gorme flk ya da ikinci dekatta | Puberte sonrasi Pubertede baslayan
baslayan retinitis baglayan retinitis klinik siddeti
pigmentosa pigmentosa degiskenlik gosteren

retinitis pigmentosa

Vestibiler sistem Dogustan vestibuler Normal Normal veya normale
fonksiyon kaybi yakin vestibiiler

fonksiyon




USHER SENDROMU TIiPLERI

USHI klinigi en giiriiltiilii olan formdur. Etkilenmis ¢ocuklar 6 aylikken
yardim almadan oturamaz 18 ay olmadan yiiriiyemezler [4, 5]. Geceleri gérme
azligiyla baslayan retinopati gérme alaninda azalmayla devam eder ve hastalar
progresif bigcimde gorme yetilerini kaybederler. 3 yasindan itibaren ERG’de bulgu
vermeye baslayan hastalik devaminda da fundus muayenesinde de bulgu vermeye
baslar. Kemik spikiil formasyonu ve kan damarlarinda daralma izlenir. USH2 ise
dogumda sagirlik izlenmemesi ve diisiik frekans sesleri isitmede daha az kayip
izlenirken ylksek frekansta sesleri isitmede daha fazla problem yasanmasiyla
USHT1’den klinik olarak ayrilabilir. Bunun yaninda gérme sorunlarinin pubertede
baslamasi ve vestibiiler fonksiyon kaybinin goriilmemesi tanida yardimcidir [6] .
Progresif gorme kaybi1 hastadan hastaya klinik olarak USH1’de daha fazla ¢esitlilik
gostermektedir [7].

Tiim tiplerde Korti organinda ve kohleada ciddi dejenerasyon izlenirken
kohlear gangliyonun ise atrofiye gittigi tespit edilmistir. USH1’de vestibiiler u¢
organlar normal goriilebilecegi ciddi hasarlar da tespit edilebilirken USH2 ve
USH3’de vestibiiler anomali izlenmemistir [6]. Tiplendirme yapilamamis hastalarda
yapilan c¢alismalarda ise hem fotoreseptor hiicrelerin siliyumlarinda hem de olfaktor
reseptor noron siliyumlarinda anomali tespit edilmistir [8, 9]. Bununla beraber bu
hastalarda sperm motilitesinde azalma ve anormal sperm siliyumlar1 izlenmis ve
fertiliterinin azaldig1 goriilmustiir [10]. Ayrica USH1 hastalarinda goriilen
brongektazi ve nazal mukosiliyer patolojilerin siliyer disfonksiyona bagli oldugu

diistiniilmektedir [11].

Usher Sendromu Tip 1

USHI1 hastalar1 sagir olarak ve vestibiiler fonksiyon bozukluguyla dogarlar.
Puberte oncesi RP gelisimi izlenir [4]. Motor gelisimde gecikme vestibiiler fonksiyon
bozuklugunun klinik bulgusudur. USH1 Usher sendromu’nun klinik olarak en

siddetli ilerleyen formudur. Tiim Usher sendromlu hastalarin yaklasik yuzde 30-40’1



bu tiptedir [12]. USHI’in Birlesik Krallik ve Amerika Birlesik Devletlerin’de en sik
goriilen alt tipi ise MYO7A geniyle iligkili olarak myosinVIla proteinindeki
mutasyona bagh olarak ortaya ¢ikan USH1B dir [13, 14]. ikinci en sik gériilen ise
CDH23 genine bagh olarak ortaya ¢ikan USH1D’dir. Fenotipe yansiyan hastalarin
%10-35 arasini bu tip olusturur. PCDH15 geninde mutasyon ise Birlesik Devletler ve
Birlesik Krallik’ta %11 oraninda goriilmiistiir. Fakat MYO7A genine bagl olarak
goriilen mutasyonlar atipik USH tablolarina da sebep olabilir. MYO7A hem non-
sendromik dominant hem de non-sendromik resesif sagirlik tablolarina sebep
olabilir. MYO7A geniyle fenotip arasinda kesin bir korelasyon bulunmamaktadir.
Fakat USH1’de en sik fenotipik ¢esitlilik CDH23 genine bagli olarak goériilmektedir.
CDH23’e bagli olarak ayn1 zamanda yine non-sendromik sagirlik da
gorilebilmektedir [15]. Orta siddetten siddetliye degisiklik gosteren progresif
ve/veya asimetrik isitme kaybiyla beraber vestibiiler fonksiyon kaybinda da ¢esitlilik
goriilebilecegi de bildirilmistir [13]. Bununla beraber CDH23 genine bagl
mutasyonlarda genetik ve fenotip arasinda korelasyon bulunmaktadir. Eger mutasyon
homozigot non-sense ya da ¢erceve kaymasi mutasyon ise USH1D tablosu ortaya
¢ikmaktayken mis-sense mutasyonlarda USH2 veya USH3 ya da non-sendromik
sagirlik ortaya ¢ikmaktadir [16, 17]. Atipik USH1G tablolarinda ise orta siddetten
siddetli spektruma degisiklik gosteren prelingual sagirlik goriiliirken gérme ve

vestibiler fonksiyon normal olarak izlenir [18]

Usher Sendromu Tip 2

USH2 USHI1 e gore daha hafif siddette isitme kaybina sebep olurken
vestibiler problemler izlenmez. Retinitis pigmentosa ise ilk ya da ikinci dekatta
ortaya cikabilir. Gece gérmesinde azalma ortalama 15 yasinda ortaya ¢ikarken
retinitis pigmentosa tanisi ortalama 24 yasinda konur [19]. Fakat USH1 ile USH2
arasinda gorme kaybinin siddeti kiyaslandiginda istatistiksel anlamli bir fark ortaya

konmamustir [20].

USH2 %85 oraninda USH2A genine bagli olarak kodlanan usherin
proteinindeki mutasyonlara bagl olarak ortaya ¢ikar [21]. USH2A genindeki
mutasyonlar ¢esitli klinik tablolara sebebiyet verebilir. Tipik veya atipik USH2



yaninda otozomal resesif (O.R.) non-sendromik RP de gorulebilir [22]. Diger USH2
tipleri daha nadir olarak goriilmektedir. Genetik mutasyonlarla olusan klinik tablolar

arasinda kesin bir klinik korelasyon bulunmamaktadir.

Usher Sendromu Tip 3

USH3 tipik olarak progresif isitme kaybi, baslangic yasi degisiklik gosteren
RP, normal veya normale yakin vestibiiler fonksiyon ile karakterize bir klinik
tablodur. Usher sendromlu hastalarin yaklasik %2-4’ti USH3 tiir. Fakat Finlandiya
ve Askenazi yahudilerinde %40 oraninda goriiliir ve en sik goriilen USH tipidir [23,
24].

MOLEKULER EPIDEMiYOLOJI

Ilk olarak tespit edilen genetik lokus 1990 yilinda USH2 i¢in USH2A idir.
Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupada etkilenen aileler i¢in yapilan aragtirmada
kromozom 1q nun distal ucunda tespit edilmistir [25]. Ardindan Fransa’da USH1A
lokusu tespit edilmistir [26]. USH3 igin bildirilen ilk lokus ise 1995 yilinda finli

ailelerde saptanmustir [27].

Giliniimilizde Usher sendromu i¢in tanimlanmis 12 farkli genetik lokus
bulunmaktadir. USH1 i¢in 6 farkli lokus tanimlanmistir. Bunlar kromozom 14q32°de
USHI1A, kromozom 11q13.5’ta USH1B, kromozom 11p15.1’de USHIC, kromozom
10g’da USH1D, kromozom 21q21°de USH1E, kromozom 10°da USH1F’dir [26, 28-
32]. USH2 i¢in 3 farkli genetik lokus tanimlanmistir. Bunlar ise kromozom 1q41
uzerinde USH2A, kromozom 3p23-24.2 uzerinde USH2B, kromozom 5q14.3-21.3
tizerinde USH2 dir [25, 33, 34]. USH3 icinse kromozom 3g21-25 lzerinde USH3A
ve kromozom 20 iizerinde USH3B’dir[27]. Otozomal resesif olarak kalitilan bu

sendromda en sik goriilen genetik lokuslar ise USH1B ve USH2A dur.



Tablo 2 : Usher sendromu genetik tipleri [6]

Usher Tipi | Kromozom Gen Protein
USH1A 14032

USH1B 11q13.5 MYO7A Miyozin VIIA
USH1C 11p15.1 USH1C Harmonin
USH1D 10q CDH23 Cadherin23
USHI1E 21q21

USH1F 10 PCDH15 Protocadherinl5
USH2A 1941 USH2A Usherin
USH2B 3p23-24.2

USH2C 5q14.3-21.3 WLGR1

USH3A 3021-25 CLRN1 Clarin

Usher Sendromuna Siklikla Sebep Olan Genler

USH1B

USH1B’ ye sebep olan MYO7A geni Usher sendromuna sebep olan genler
arasinda ilk izole edilen gendir. Shaker-1 (sh-1) mutant fareleriyle yapilan deney
sonucunda ortaya konmustur [12, 35]. Sh-1 farelerinde vestibuler fonksiyon
bozukluguna isaret edecek hiperaktif yapt ve donme hareketleri izlenirken korti
organinda hasar ve progresif isitme kaybi da saptanmistir [36]. Ayrica miyozin
VIIA’y1 kodlayan ekzon hem sh-1 farelerinde hem de USH1B hastalarinda tespit
edilmistir [37-39].

MYO7A 48 farkli ekzon igerir. 1995°ten bu yana USH1B hastalar icin 81
farkli mutasyon tespit edilmistir [39, 40] Bu mutasyonlarin yaris1 missense ya da
gergeve i¢i insersiyon/delesyon mutasyonlaridir. 10 farkli sh-1 alelinden 7 tanesinde

tespit edilen mutasyonlar insan mutasyonlariyla benzer olarak goriilmiistiir [38, 41]

Miyozin proteinleri 16 farkli sinifta incelenen bir protein ailesidir. Aktin

filamentleri arasinda ATP’den elde ettikleri enerjiyle hareketlerini saglarlar. Her



miyozin proteini farkli fonksiyonel 6zellik gosterirken tasiyict molekiiller, regiilator

enzimler gibi sistemik dnemi olan biiyiik proteinlerin yapisinda yer alirlar [42].

Insandaki miyozin VIIA 2215 aminoasit (aa) uzunlugundadir. Bunun 729 aa’i
proteinin bas boliimiinde iken 126 aa boyun bdliimiindedir. Kalmodiilin proteinine
baglanan 1360 aa’lik de kuyruk boliimii olan proteinin bas boliimiinde ATP-aktin

baglanma boliimii mevcuttur.

USH1C

[lk olarak 1994 yilinda tespit edilmistir. USH1C harmonin proteinini kodlar
ve 28 ekzon igerir. Bu zamana kadar 6 farkli mutasyon bildirilmisken bu
mutasyonlardan higbiri missense mutasyon degildir. 2 farklt mutasyon sekli
bildirilmigken birincisinde transkripsiyonel ya da posttranskiripsiyonel siirecte

problem izlenirken ikincisinde ise ekzon degisimi saptanmistir [43-45].

USHIC genindeki ekzonlarin farkli transkripsiyonlart sonucunda farkl
harmonin izoformlar: tiretilmektedir. Miirin deneylerinde 8 farkli harmonin izoformu
tespit edilmistir. Bunun diginda hem transmembran proteinlerinde hem de iyon

kanallarinda bu proteinler tespit edilmistir [44, 46, 47]

USH1D

USHI1D ilk defa Pakistanli bir ailede yapilan genetik ¢aligma sonucunda
tanimlanmistir. CDH23 geni hastaligin bu tipine sebep olmaktadir. CDH23 geni 69
adet ekzon icermektedir [31, 48]

Bu genle ilgili 8 farkli bolgede mutasyon bildirilmistir. Bunlarin 2 tanesi non-
sense mutasyon, 1 tanesi tek-kodon mutasyonu, 1 tanesi mis-sense mutasyondur [48,
49]. USHI1D tim USH1’ler arasinda en sik goriilen ikinci genetik tiptir. Fakat ilging
bicimde CDH23’iin homozigot mutasyonu saptanmis olan hastalarda retinitis

pigmentosa hafif olarak gérulmektedir [13, 48].



CDH23 geni Kadherin-23 proteinin kodlar. Bu protein 3354 aa’ten meydana
gelmektedir. 27 adet ekstraseliiler kadherin tekrar1 icermektedir ve bu kisim kalsiyum

baglanmasi i¢in fonksiyon gostermektedir [15, 48]

USH2A

USH2A geni 21ekzondan olusur, usherin proteinin kodlar ve ilk ekzon
kodlama yapmaz. Usherin proteini 1551 aa’ten olusmaktadir. Bu protein sinyal peptit

ile baglar ve laminin zincirleri igerir. Ekstraseliiler matriks yapisina katilmaktadir.

USH2A hastalar1 i¢in 20 farkli genetik mutasyon ¢esidi bildirilmistir.
Bunlarin 7’si nonsense, 7°s1 ¢cergeve kaymasi, 6 tanesi ise missense mutasyondur.
Missense mutasyonlardan 4 tanesi laminin tip VI’ y1 etkilemektedir. Avrupa ve
Amerika’da bu 4 farkli mutasyon ¢esidininin USH2A hastalarinin %20’sini etkiledigi
saptanmistir. USH2A proteini’nin retina ve kohlea yapisinda 6nemli fonksiyonlar

gosterdigi disiiniilmektedir [21, 50].

PATOGENEZ

Genetik olarak heterojenite gosteren bir ¢ok hastaligi anlamak i¢in hayvan
modelleriyle yapilan ¢alismalarda patohistolojik anomaliler arastirilmaktadir.
Hastaliga sebep olan genlerin kalitim paternleri, proteinlerin hiicre i¢i ve hiicre dis1
fonksiyonlar1 da bu ¢aligsmalarda arastirilmaktadir. Usher sendromu gibi nadir
goriilen hastaliklarin da genetik ve patofizyolojik kokeni bu ¢aligmalarla ortaya

konmaya ¢aligilmistir.



USHER 1B

I¢ kulak sensdriyel hiicreleri apikal yiizeyde polarizasyon gdsteren ve oldukca
organize olmus yapida hiicrelerdir. Tiiysii ¢ikintilar1 (stereosilya) olan bu hiicrelere
tiiylii hiicreler ad1 da verilir. Bu polarizasyon farkli hiicre tipleri olsa da tiim tiiylii
hlcrelerin organize olarak fonksiyon gostermesiyle meydana gelmektedir. Tuysu
cikitilar U, V, W seklinde olabilirler. Kinosilyalar ise bu ¢ikintilarin tabaninda yer
almaktadir. Tiysii ¢ikintilarin polarizasyonu ayni zamanda kinosilyalarin
mekanotransdiiksiyon kanallarini agmasina yardimci olmaktadir [51]. Sh-1 mutant
farelerinde mutasyon sonucunda kinosilyalarin yerlerinde degisiklik oldugu ve
stereosilyalarin organizasyonunun da bozuldugu ve bu bozulmanin progresif bigimde

ilerledigi yapilan elektron mikroskobu ¢aligmalari sonucunda gosterilmistir [52].

Resim 1 : A resminde normal bir faredeki stereosilya yapist elektron mikroskobu yardimiyla
gasterilmisken, B resminde sh-1 faresindeki stereosilya yapisi gésterilmistir. Mutant farelerde miyozin
proteininin fonksiyon bozukluguna bagli olarak stereosilya organizasyonunda bozukluk oldugu

gorulmektedir [52]

Stereosilyalarin bu diizensiz pozsiyonlar1 ayn1 zamanda mutant marina
baliklarinda da gozlenmistir. Fakat onlarda da diizensizlik olmasina karsin sh-1
farelerinin transduksiyon yeteneklerinin kaybolmadigi mutant marina baliklarininsa
bu yetenegi kaybettigi gdzlenmistir. Mutant farelerin mekanotransdiiksiyon igin

stereosilya diziliminden dolay1 daha fazla yerdegisimi gerekmesine ragmen bu



fonksiyonu gosterebilmeleri USH1B hastalarinda isitme kaybinin temel
sebeplerinden biri olarak stereosilya diziliminin oldugunu disiindiirmektedir [52-54].
Ayrica hem mutant farelerde hem mutant baliklarda aminaglikozid birikiminin
engellendigi saptanmustir. Sensoriyel hiicrelere aminoglikozid girisinin de

mekanotransdiiksiyon kanallarinin agilmasinda etkili oldugu diistinilmektedir [55].

Miyozin VIIA sentezi ¢ogunlugu epitel hiicresi olan bir ¢ok hiicrede
yapilmaktadir ve bu hiicreler mikrovillus ya da silia icermektedir. immiinelektron
mikroskopik incelemelerde bu hiicrelerde mikrovillus ve silia boyunca miyozin VIIA
oldugu ortaya konmustur. Fare kulaginda embriyonik gelisimin 10. giininde miyozin
VIIA goriilmeye baslanir. Daha sonra memelirlerde kohleada i¢ ve dis tiiylii
hiicrelerde kinosilyum ve stereosilya boyunca goriildiigii memelilerde yapilan

testlerle ortaya konmustur [56-58].

Miyozin VIIA’ nin hiicre i¢indeki diizeyi mutant fare ve baliklarda goriilen
fenotipik anomalilerin anlagilmasinda yardimci olmaktadir. Dictyostelium
discoideum amoeba’daki miyozin VIIA proteini memelilerdeki miyozin VIIA ile
benzerlik gostermektedir. Mutantlarda fagositoz ve migrasyonun arttigi adhezyonda

ise problem oldugu ortaya konmustur [59, 60].

Bununla birlikti MiyozinVIIA nin C terminal boliimiinde 2 farkl: alt {inite
bulunmaktadir. Bunlardan ilki cAMP bagimli protein kinazdir e cAMP bagimli
fosforilasyonda rol alir. kinci kisima ise vezatin ad1 verilmistir ve hiicre adezyonunda
gorev alir. Miyozin VIIA tiiysii hiicreler ve destek hiicreler arasinda vezatin
sayesinde baglanarak yiizey gerilimi olusturur ve hiicre adezyonunu saglar. Ayni
zamanda stereosilyanin tabaninda vezatin oldugu gosterilmistir. Vezatin-Miyozin
VIIA kompleksi stereosilyanin kasilmasinda ve adezyonunda gorev alirken mutant
hayvanlarda stereosilyada goriilen fonksiyon kaybinin sebebi olarak miyozin VIIA

yapisinda bozukluk gosterilmektedir [61-63].

Sh-1 farelerinde kinosilyumlarin pozisyonunda da anormallik izlenmektedir.
Mikrotubul ve mikrofilamanlardaki asimetrik dizilim kinosilyumun almasi gereken
son periferik pozisyonunu da engelledigi i¢cin bu hiicre baglantilarinda polarizasyon

saglanmasinda da problem olusmaktadir [64].



Fare retinasinda ise Miyozin VIIA embriyonik gelisimin ilk olarak 12.
haftasinda optik ¢ukurun dis tabakasinda goriilmektedir. Pigment epitel hiicreleri de
bu tabakadan olusmaktadir. Miyozin VIIA hem fotoreseptor hiicrelerde hem de
pigment epitel hiicrelerinin apikal kisminda lokalize edilmistir. Fotoreseptor
hiicrelerde protein silialarin periferinde izlenirken ayni zamanda tavuk deneylerinde

de fotoreseptorlerin sinaps bolgelerinde de tespit edilmistir [58, 65, 66]

Sh-1 mutant farelerinde hi¢bir yasta retinada dejenerasyon gozlenmemistir.
Fakat patolojik alel tagiyan bazi mutant farelerde Elektoretinografide (ERG)
anormallik oldugu saptanmistir. Fagozomlar normal olarak izlenirken mutant
farelerde melanozomlar normal farelerde bulundugu sekilde apikal yilizde
izlenmemistir. Sh-1 farelerinde morfolojik olarak fotoreseptor anomalisi de tespit
edilmemisken opsin dongiisiinde azalma oldugu ortaya konmustur. Bunun sebebi
olarak da miyozin VIIA ve aktin proteinlerinin opsin transportunu kolaylagtiran

etmenlerden olmasi gosterilmistir [67-69].

RP hastalarinda gérme kaybi fotoreseptor dejenerasyonuna bagli olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalarda bir ¢ok RP hastasinda
fotoreseptdr hiicrelerde ya da retina pigment epiteli (RPE) hiicrelerinde kayip oldugu
ortaya konmustur. USH1B hastalarinda goriilen retinal dejenerasyonun hiicresel
kokenine inildiginde iki hiicre tipinde de miyozin VIIA ekspresyonunun oldugu
goriilmiistiir. RPE hiicrelerinde goriilen melanozom transportundaki kaybinsa
USHIB hastalarinda goriilen retinal dejenerasyonun sebebi olmadigi
diistiniilmektedir. Bununla beraber RPE hiicrelerinde goriilen fagositoz
fonksiyonunun yonunda miyozin VIIA yapisi insana benzer olarak tespit edilmis
olan ameoba mutantlarinda goriilen anormal fagositoz fonksiyonunun da hastaligin

kokeniyle ilgili olabilecegi diistiniilmektedir [59, 67, 70]

USHER 1C

Ush1C tiim miirin deneylerinde iiretilmis, gz, i¢ kulak ve bobrekte yliksek

miktarda tespit edilmistir. Harmonin proteini ise i¢ kulaktaki tiim tiiylii hiicrelerde



bunun yanindaysa tiim stereosilya boyunca ve retinada fotoreseptor tabakada

gosterilmistir [43, 44].

Fakat USH1C hastalarindaki retinal ve kohlear patolojinin primer olarak
sensdriyel hiicrelerdeki defektten kaynaklandig: diisiiniilmektedir. i¢ kulakta gdze
gore ¢ok farkli sekilde transkripsiyon ¢esitliligi saptanmisken i¢ kulaktaki bazi
kodlamalarin gézde olmadig goriilmiistiir. Glintimiizde yeterli hayvan ¢alismasi
olmadig1 i¢in USH1C’nin patogenezi hakkinda kisitla sayida bilgi mevcuttur. Fakat
harmonin proteiniyle miyozin VIIA arasindaki iliskinin bu hastaliga sebep
olabilecegi diisiiniilmektedir. iki proteinin defektinde de benzer fenotip ortaya
cikmaktadir. Iki protein de benzer hiicrelerde ve ortak olarak mikrovilluslarda
bulunmaktadir. Oniimiizdeki yillarda harmonin proteininin baglandig1 transmembran
proteinlerle ilgili yapilabilecek ¢aligmalarla veya hayvan deneylerinin sayisinin
arttirllmasiyla beraber bu hastaligin patogenezi hakkinda daha fazla bilgi
edinilebilecegi diigiiniilmektedir [6].

USHER 1D

CDH23 transkripsiyonu miirin dokularinda oldukg¢a ¢esitli varyasonlarla
gerceklesmektedir. Bu gen retina yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir. I¢ kulakta
da tiiylii hiicrelerde tespit edilmistir. Waltzer mutantlarinda kinosilya ve stereosilya
pozisyonlarinda defekt izlenmistir. Kadherin proteininin hiicre i¢i fonksiyonlar: net
olarak bilinmemekle beraber intermembran etkilesimlerinde fonksiyon gordigii
diisiiniilmektedir. Ayrica miyozin VIIA ve kadherin23 proteini adhezyonda ve hiicre
iskeletinin saglanmasinda birlikte gorev almaktadir. Sh-1 deneylerinde double
heterozigot farelerde 3-6 ay icinde sagirlik gelisirken single heterozigot farelerde

sagirlik gelismedigi gosterilmistir [71-73]

USHIB ve USHI1D fare modellerinin bazilarinda retinal dejenerasyon
izlenmezken sagirlik goriilmiistiir. Bu farelerde miyozin VIIA, harmonin ve kadherin
23 proteininin hiicre i¢i veya membrandaki lokalizasyonunun tam anlamiyla tespit
edilemedigi i¢in USH1 de goriilen retinitis pigmentosanin sebebi halen tam

anlasilabilmis degildir.



RP gorulmeyen sh-1 ve waltzer sagir mutant farelerinde USH1 geni
transkripsiyona ugramaktadir. Miyozin VIIA insada hem sinaptik birlesme
noktalarinda hem miiller glial hiicrelerinde hem de fotoreseptor hiicre tabakasinin i¢
segmentinde bir dizi reaksiyonda gorev almaktadir. Fotoreseptor hiicre tabakasinda
goriilen bu reaksiyon farelerde goriilmemektedir. insanda RP goriilmesine ragmen

bazi mutantlarda gérme kaybi1 izlenmemesinin nedeninin bu oldugu diistiniilmektedir

[6, 74].

USHER 2A

USH2A ile ilgili heniiz yapilmis bir hayvan ¢aligmasi bulunmamaktadir.
Ayrica insitu ¢aligmalarda da USH2A transkripsiyonu fotoreseptor hiicrelerde de
isitmede gorev alan norosensoriyel hiicreleride tespit edilememistir. Fakat RPE
hiicrelerinde ve kohleadaki epitel hiicrelerinde ortaya konmustur. immiinohistolojik
calismalar retina ve kohleada usherin proteinin retina ve kohleada bazal membranda
bulundugunu gostermistir. Bu ¢aligmalar USH2A geninin kohlea ve retinadaki

sensoriyel hiicrelerde defekte sebep oldugunu diistindiirmektedir [75].

Usher sendromunun patogeneziyle ilgili yapilmis tiim bu ¢aligmalar hastaligin
cok cesitli alt tipi olsa da tiim alt tiplerinde benzer sinyal yolaklarinin etkilendigini
ortaya koymustur. Bununla beraber kinosilya ve stereosilya organizasyonundaki
problem de bu sendromun ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir. Hastaligin
patogenezinin tiim detaylariyla ortaya konmasi giinlimiizde 6nemi ve siklig1 gittikce
artan gen tedavilerinin bu sendroma sahip hastalarda da basariyla uygulanmasinin

Ontinii agacaktir.

TEDAVI YAKLASIMLARI

Hem RP hem de Usher sendromu igin son donemde bir ¢ok tedavi yontemi
arastirilmakta ve uygulanmaktadir. Bu hastaliklarin tedavisi siirecinde hastalari

tedavi etmenin yaninda tedavi giivenligini saglamak da 6énemli bir konudur.



G0z anatomik, fizyolojik ve immiinolojik agidan bir ¢ok tedavide
klinisyenlere avantaj saglamaktadir. I¢ organlarin aksine kolay erisilebilir olmast,
gerekli tedavi dozunun az olmasi, immiinolojik agidan bir ¢ok organa gore daha az
yan etki potansiyelinin olmasi ve kan retina bariyeri sayesinde sistemik dolagimdan
ayrilmasi tedavi agisindan gozi avantajlh ale getirmektedir. Retinal hiicreler normal
olarak boliinmedigi i¢in, hiicre popiilasyonunda degisim olmamasi surekli transgen
ekspresyonu igin biitiinlestirici olmayan vektorlerin kullanilmasina imkan

saglamaktadir. [76].

Bunlarla birlikte géziin bir diger avantaji ise kontralateral goz sayesinde
tedavi etkinligi ve giivenligi diger organlara gore daha rahat bicimde kontrol
edilebilmektedir. Ayrica yeni gelistirilen goriintiilleme modaliteleri sayesinde
mikrovaskuler ve histolojik diizeyde de anatomik ve fonksiyonel degisimleri

klinisyenlerin kontrol etme sansi da gegcmise gore artmistir.

Usher sendromu genetik agidan ciddi heterojenite igeren bir patolojidir. Bu
zamana kadar bilinen yiizlerce mutasyonun yaninda literatiirdeki ¢aligmalarin
cogunlugunda aragtirilan hasta populasyonunun ortalama yarisinda hastaliga sebep
olan mutasyon tespit edilememektedir. Genetik olarak goziiken bu varyasyonun
yaninda genetigin fenotipe yansimasinda da ciddi varyasyonlar goriilmektedir. Bu
durumlar gen tedavisi agisindan Usher sendromu tedavisini daha zor bir hale
getirmektedir. Spesifik géz durumlari i¢in en etkili tedavi yaklagimlari, kalan
fotoreseptorlerin sayisina baghdir [77]. Fotoreseptorleri kurtarma stratejileri, erken
asamalarda diigtiniilmeli ve ileri asamalarda 151k sinyal iletim yolu g6z dniinde

bulundurulmalidir.

Erken asamada, noroprotektif maddelerin kullanildig1 farmakolojik tedaviler,
fotoreseptor ve RPE hiicre kaybinin ilerlemesini geciktirebilir. Farmakolojik tedavi
1yi tolere edildigi ve yan etkisi gérece daha az oldugu i¢in, erken evrede sik tercih

edilir ancak ek bir tedavi olarak tiim asamalarda da kullanilabilir.

Fakat farmakolojik tedavi Usher sendromunun temel patogenezine yonelik bir
tedavi degil daha ¢ok destek amagl kullanilan bir tedavidir. Bu baglamda Usher
sendromu i¢in en dogru tedavi hastalik genetik kokenli bir hastalik oldugu i¢in gen

tedavileridir. Glinlimiizde gen tedavileri hastaliklarin progresyonunu engellemek



acisindan umut verici sonuglar ortaya koysa da anatomik ve fonksiyonel olarak
halihazirdaki tahribatin geri doniistimiinii saglamak konusunda yetersiz kalmaktadir.
Bu yiizden fotoreseptor ve norosensoriyel hiicre kaybi ilerlemeden tedaviye
baslamak 6nem arzetmektedir. Ancak gen tedavisi i¢in uygulanan prosedurlerin
risklerinden dolay1 ilk asamada bu tedaviler denenmemekte ve dogru hasta se¢imi
ciddi bir problem olarak ortaya ¢ikmaktadir. lag sirketleri, diinya genelinde nispeten
az sayida hastayi etkileyen nadir RP ve USH genlerini hedef alan gen terapisinin
onay siirecinin karmasik olmasi ve yiiksek maliyetleri nedeniyle, gen tedavilerine

temkinli yaklasmaktadir [78].

RP'nin ileri agsamalarinda ise ciddi fotoreseptoOr kaybi izlenir, ancak gangliyon
hiicrelerini igeren birgok ikinci ve li¢lincili dereceden ndronlar saglam kalabilir. Bu
nedenle, hiicre transplantasyonu veya optogenetik ile yeni fotosensorlerin
olusturulmasi veya retinal protez ile diger néronlara gorsel sinyallerin iletilmesi
saglanabilir. Bununla birlikte, bu yontemlerin klinik etkinligi, alinan risk ile
karsilastirildiginda, ¢ok da fazla olmadigi icin hastaligin ilerlemis asamalarinda,

hastalara iyi bir vizyon saglamak i¢in daha fazla teknolojik gelisme gerekmektedir.

Usher sendromu hastalari retinitis pigmentosa hastalariyla kiyaslandiginda
ciddi isitme kaybina da sahip olduklar1 i¢in ¢ok daha dramatik bir klinik tablo ortaya
koymaktadir. Fakat gen tedavileri acisindan aslinda daha umut verici olan hasta
profili Usher sendromu hastalaridir. Usher sendromu hastalariin ciddi bir gogunlugu
heniiz dogumdan itibaren ciddi igitme kaybi1 yasadiklar: i¢in RP klinigi ortaya
¢tkmadan Once tan1 alma imkanlar1 bulunmaktadir. Gen tedavilerinin anatomik ve
fonksiyonel tahribati tedavi etme de yetersiz kaldigi ve asil amacin hastalik heniiz
baslamadan bu tedavilere baslamak oldugu diisiintildiiglinde USH hastalarinin gen

tedavileri i¢in daha dogru bir popiilasyon oldugu diistintilmektedir.

Farmakolojik Tedaviler

Farmakolojik tedavide 6ncelikli olarak ndroproteksiyon saglanmaya

calisilmaktadir. Bu amagla bir ¢ok tedavi denenmektedir. (Siliyer nérotrofik faktor
(CNTF), fibroblast biiylime faktorii (FGF), beyin kaynakli nérotrofik faktor (BDNF))



[79]. Apoptozu 6nlemek veya yavaslatmak amagli antiapoptotik ajanlar;
tauroursodeoksikolik asit (TUDCA), rasajilin, norgestrel ve myriocin hayvan
modellerinde olumlu sonuglar vermistir [80-84]. Retinanin yiiksek metabolik
aktivitesinden dolay1 6zellikle fotoreseptdr hiicrelerde antioksidan tedaviler
kullanilmaktadir [80]. Antioksidan ajanlar arasinda, A vitamini, DHA
(Docosahexaenoic asit), lutein ve N-asetilsistein, blyuk 6lgekli, uzun streli
randomize klinik ¢alismalarla incelenen farmakolojik ajanlardir [84-86]. Bazi
hastalarda izlenen KMO igin de non-steroid ve steroid ajanlar, anti-vaskiiler
endotelyal buytme faktori (anti-VEGF) ajanlar kullanilabilir [87, 88].

Kok Hucre Tedavileri

Kok hiicre transplantasyonu retina dokusunda saglikli olarak kalmis diger
hiicrere baglanabilen bunun yaninda da fonksiyon gérmeyen hiicrelerin yerine
gecebilecek hiicreleri hastaya transfer etmek olarak tanimlanabilir [89]. Retina
fotoreseptor hiicre oncileri ve farklilasmis embriyonik kok hiicreler kok hiicre
tedavileri i¢in iki temel kaynagi olusturmaktadir [90]. Kok hticreler, embriyonik kdk
hiicreler (ESC), uyarilmis pluripotent kok hticreler (iPSC) gibi eksojen kaynaklardan
veya endojen kokenli bir kaynaktan turetilebilir [91]. Kok hicrelerin retinal hiicreler
dahil olmak tizere hemen hemen tiim dokulardaki hiicrelere doniisebilmesi bu tedavi

yonteminin en 6nemli avantajidir.

RP tedavisi i¢in kok hiicre nakliyle ilgili oldukca az sayida klinik caligma
mevcuttur ve bu tedavinin etkinligi heniiz tam olarak kanitlanamamistir. Yakin
zamana kadar, RP tedavisi i¢in hiicre transplantasyonunun ¢ok az sayida klinik
calismasi olmustur ve ara raporlarda olumlu sonuglar bildirilmesine karsin etkinligi
heniiz tam olarak kanitlanmamistir [92]. Yeni kanserojen hiicrelerin ortaya ¢ikmasi,
hiicrelerin yeniden programlanmasi ve gelisen immiinolojik reaksiyonlarla beraber
ayn1 zamanda ortaya ¢ikan etik sorunlar teorik olarak basarili olma ihtimali yiiksel
olan bu tedavi yonteminin karsisindaki en biiyiik engeller olarak ortaya ¢ikmaktadir

[76].



Gen Tedavileri

Usher sendromu gibi genetik kokenli hastaliklarda hastadan hastaya farklilik
gosteren bir ¢cok varyasyon hastalarin tamamini kapsayan bir tedavi modalitesi ortaya
konmasina engel olmaktadir. Mutasyonlar normal proteinin yokluguna veya
fonksiyonel olarak inaktif bir proteinin iiretilmesine yol ac¢tig1 igin gen tedavisiyle
replasman yapilmasi basarili sonuglar vermektedir. Bdylece, mutasyona ugramis
genin azalan aktivitesinin artirilmasi veya genin degistirilmesi hastalik
semptomlarini hafifletebilir [93]. Fakat teorik olarak ortaya konan bu ¢ikis yolu
sayesinde saglikli protein dokulara ne diizeyde enjekte edilirse edilsin mutant
proteinlerin yol agtig1 tahribati engellemede yetersiz kalabilmektedir [94]. Bu durum
her hastanin mevcut durumunu klinik ve genetik varyasyonlarini ve tedavi
ithtiyaglarini1 goze alarak hasta spesifik tedavi yontemleri ortaya konmasini zorunlu

kilmaktadir.

Goziin anatomik acidan kolay ulasima sahip olmasi1 ve daha once belirtildigi
lizere immiinolojik agidan diger organlara gore nispeten daha giivenli olmasi gen
tedavisiyle ilgilenen insanlar i¢in gozii tercih sebebi yapmaktadir. Literatiirde
bildirilen ilk gen tedavisi 2008 yilinda Leber Konjenital Amarozisli bir hastada
adenoviral vektor yardimiyla yapilan gen tedavisidir[95, 96]. Ardindan bu hastalarda
herhangi bir yan etki izlenmeden kontralateral gozde de gérme keskinliginin arttig1

da ayn1 otorler tarafindan bildirilmistir [97] .

Glinlimiizde yurtdisinda bir cok merkezde Usher sendromuna sahip hastalarin
¢ogunun dogustan isitme kaybina sahip olmasindan dolayi, bu hastalar genetik
taramaya alinarak Usher sendromu tanis1 konmakta ve gen tedavisi i¢in heniiz gézde

deformasyon baslamadan aday haline gelmektedirler.

Usher sendromuyla ilgili yapilan ilk gen tedavisi in-vivo olarak lentiviral
vektorler yardimiyla MYO7A geni i¢in yapilan gen tedavisidir. MYO7A’nin hem
RPE’de hem de fotoreseptor hiicrelerde bulundugu bilinmektedir. MYO7A
mutasyonuna sahip olan farelerde subretinal araliga lentiviral vektdr yardimiyla

yapilan enjeksiyonun basarili sonuglar verdigi bildirilmistir [98].



Klasik olarak viral vektor yardimiyla yapilan gen tedavilerinde uzun yillardir
adenoviral vektorler kullanilmaktadir. Fakat adenoviral vektorler 5 kb’ tan daha
bliyiik genlerin tasinmasi i¢in yeterli olmamaktadir. MYO7A’y1 kodlayan sekans ise
6.7 kb biiyiikliiglindedir. Baz1 hastaliklarda par¢calanmis genomu farkli adenoviral
vektorler yardimiyla transfer ederek yapilan bazi gen tedavileri klasik adenoviral
vektorler yardimiyla yapilan tedavilerle kiyaslandiginda ve fenotipe yansiyan

sonuglar incelendiginde de basarili sonuglar vermektedir [99, 100].

Tiim Usher sendromuna sebep olan genler ve kodladiklari proteinler oldukca
cesitli varyasyonlar gostermektedir. Farelerde yapilan deneyler basarili sonuglar
vermis olsa da bu proteinlerin insandaki izoformlarinin farelerdekiyle gosterebilecegi
muhtemel farkliliklar insanda yapilacak olan tedavilerin basarisi agisindan soru

isaretlerine sebep olmaktadir [57].

Gunumuzde gen tedavileri icin iki temel yontem olarak non-viral ya da viral
vektorler kullanilmaktadir. Usher sendromu hastalar1 i¢in temel olarak viral vektor

aracili gen tedavileri daha ¢ok tercih edilmektedir.

Non-viral Vektor Aracili Gen Tedavileri

Non-viral vektorler, viral vektorlere nazaran daha 6nce yapilmis ¢alismalar
g6z Oniine alindiginda daha basarisiz sonuglar vermislerdir. [101].Fakat son donemde
nanoparcacik kullanilarak yapilan ¢alismalar eski tedavi yontemlerine gére daha
basarili olmus ve gelecekte bu yontemin kullanilmasi agisindan umut verici sonuglar
ortaya konmustur [102]. Ciplak DNA, DNA kapsiilleyici lipozomlar, sikistirilmis
DNA nanopartikiilleri genel anlamiyla tamamlayici roller {istlenen viral olmayan
tastyict molekiillerdir [103]. Bu yontemler genel anlamiyla daha biiyiik gen
sekanslarinin DNA parcalartyla tasinmasina olanak verir ve viral vektorlerde ortaya
¢ikan immiinolojik reaksiyon riski bu yontemlerde olmadig1 i¢in bu agidan daha
guvenlidirler [102, 104]. Ayrica bu durum uygulama dozununun viral vektorlerde
oldugu gibi sinirlanmamasindan dolay1 avantaj olusturmaktadir. Ayrica intravitreal
enjeksiyon yapildiginda retina i¢i dokulara viral vektorlere gére daha fazla gegis

gostermesi yine bu yontemin avantajlarindandir. Fakat uzun slreli gen ekspresyonu



eksikligi, bu vektorlerin 6nemli bir sinirlamasidir [105]. Nano-tastyicilarin son
teknolojik gelismelerine ragmen, viral olmayan vektor sistemi kullanan ¢alismalarin
sayis1, viral vektorlere sahip olanlardan 6nemli 6l¢iide daha diisiiktiir. Viral olmayan
vektor sistemlerinin gelistirilerek viral vektor sistemlerinin mevcut sinirlamalarinin
istesinden gelme potansiyeli vardir. Kullanimlar1 simdiye kadar sinirli olmasina
ragmen, artirilmis etkinlik icin gelistirilmeleri onlar1 gelecek yillarda gen teslimati

icin cok yonli araclar haline getirebilir.

Adenoviral Vektorler Yardimiyla Yapilan Gen Tedavileri

Nispeten biiyiik genetik sekanslari tagiyabilmeleri, transiikdisyona engel
olmayan yapilar1 gézde kullanilan gen tedavileri a¢isindan adenoviral vektorleri
tercih sebebi yapmaktadir. 1996 yilinda Bennett ve arkadaslari rd1 fare modelinde
fosfodiesteraz alt linitelerini adenoviral vektor yardimiyla fotoreseptor hiicrelere
implante ederek fotoreseptdr dejenerasyonunu 6 hafta geciktirmis ve ilk basarilt

sonuglari ortaya koymuslardir [106, 107].

Adenoviral vektdr kullaniminin 6niinde iki temel engel vardir. Bunlardan ilki
daha 6nce bahsedildigi iizere tasinabilecek baz sayisinin Usher sendromu tedavisi
icin engeller olusturmasi ikincisi ise bu vektorlere karsi insan dokularinin gosterdigi
immunolojik reaksiyondur. Ozellikle Aa5 serotipine karsi belirgin immiin reaksiyon
gelistigi bildirilmistir. Fakat cerrahi teknik olarak ve komplikasyon riski agisindan
diisiiniildiiglinde daha zor bir uygulama olmasina karsin, intravitreal uygulama yerine
subretinal uygulama yapildig1 durumlarda daha diisiik siddette reaksiyon goriildiigii
ve daha bagirili sonuglar alindigi ortaya konmustur [108-110]. Ayrica yapilmis bazi
fare ve sican deneylerinde adenoviral vektorler yardimiyla yapilan tedavilerin
koroidal ve retinal neovaskiilarizasyonu gerilettigi, fare modeliyle yapilan bir

caligmada ise retinoblastom biiylimesini durdurdugu gosterilmistir [111, 112].

Adenoviral vektor kullaniminin en 6nemli avantajlarindan biri de uzun etki
stireleridir. Yapilmis hayvan ¢aligmalarindan birinde 11 y1l boyunca etki gosterdigi
ortaya konmus bunun yaninda Leber konjenital amarozis hastasina yapilmis tedavide

6 y1l sonunda etkinin devam ettigi gosterilmistir [113]. Son donemde yapilan



calismalarda da daha 6nce bahsedildigi lizere genlerin parcalanarak farkli adenoviral
vektorler yardimiyla taginarak yapilan tedavilerde de basarili sonuglar alinmis olmasi
adenoviral vektorlerin gen tedavisindeki yerini 6niimiizdeki yillarda da koruyacagini

gostermektedir.

Lentiviral Vektorler Yardimiyla Yapilan Gen Tedavileri

LentivirGsler Retroviridae ailesine mensup olan RNA virtsleridir. Konak
genomuna reverse transkriptaz ve integraz enzimleri sayesinde entegre olurlar. Insan
klinik ¢aligmalarinda kullanilan ilk lentivirus Enfeksiy6z anemi viriisiidiir ve yapilan
calismalarda insanda kullanimiin etkili ve giivenli oldugu gosterilmistir. 5 kb’a
kadar genom transferine olanak saglayan klasik adenoviral vektorlerle
kiyaslandiginda 9 kb’a kadar olan kapasiteleri sayesinde 6n plana ¢ikmaktadirlar.
Yine adenoviral vektorlerde oldugu gibi uzun siiren etki potansiyeli bu vektorlerin

avantajlarindan biridir [114].

Qavitreal
», Injection
' - T Resim 2 : Intravitreal enjeksiyon uygulama

agisindan daha kolay olmasi ve komplikasyon

7 ( riskinin daha diisiik olmasindan dolayt
‘ . Virechy : avantajliyken, immiin reaksiyona daha fazla sebep
\\ 7 /} vermesi ve dokulara gecen doz miktarinin
Subretna N ///// ayarlanmasinda olusan problemlerden dolay:

dezavantajlari vardr. Subretinal enjeksiyonla
yapilan tedavilerde daha basarili sonuglar
bildirilmis olmasina karsin uygulama sirasinda
gorilebilecek komplikasyonlar bu yontemin

dezavantaji olarak ortaya ¢ikmaktadr [115] .
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Usher Sendromu icin Uygulanan Gen Tedavileri

Usher sendromunun patogenezi arastiran ¢alismalar sonucunda USH1B
hastalarinda MY O7A saglikli bigcimde fonksiyon gosteren MYO7A proteininin
olmadigi ve MYO7A’nin fonksiyonlar1 agik¢a ortaya kondugu i¢cin USH1B hastalar1
gen replasman tedavileri i¢in oldukga uygun adayla haline gelmislerdir [116].
MYO7A’nm biiyiikliigiiden dolay1 ilk tedavilerde adenoviral vektorler
kullanilamamis ve lentiviral vektorlere yonelinmistir. Fakat son donemde ¢ift
adenoviral vektor (AAV) kullanilarak gen tedavileri yapilmaya baglanmis ve basaril

sonuglar bildirilmistir [100].

Lentiviral vektorler 10kb’a kadar biiytikliikteki genleri tagiyabilmeleri ve etki
stirelerinin uzunlugu nedeniyle MYO7A i¢in yapilan gen terapilerinde tercih sebebi
olmustur. Bu zaman kadar yapilan ¢aligmalarda iki farkli lentiviral vektor
kullanilmistir. Bunlar HIV (Human Immunodeficiency Virus) ve EIAV (Equine

Infectious Anaemia Virus) virisleridir.

HIV Vektorleriyle Yapilan Gen Tedavileri

HIV-1 vektoriiyle yapilan ilk gen tedavisi denemesi 1997 yilinda yapilmistir.
Ardindan Hashimoto ve arkadaglar1 subretinal enjeksiyon ile bu vektorti fare
deneylerinde RPE ve fotoreseptor hiicrelere enjekte etmislerdir. MYO7A proteini
RPE’de tespit edilmesine karsin fotoreseptor hiicrelerde izlenmemistir. Ancak mutant
farelerde fenotipe yansiyan diizelme izlenmis ve enjeksiyon bdlgesinin yakininda 3

hafta sonra protein tespit edilmistir [98, 117-119].

Lentiviriislerin integrasyona zemin olusturan yapisi ve insersiyonel
mutasyonlara sebebiyet verebilmesinden dolay1 bu tedavilerden dolay1 fonksiyon
gdren genin tahribata ugramasi ya da anormal gen ekspresyonunun aktivasyonu

gorulebilmektedir. Bu varyasyonlar tiim genetik tedavi ¢esitlerinde goriilmesine



karsin vektoriin tipi ve hedef doku bu varyasyonlarin ¢esitlerinde etkili olmaktadir.
Hedef dokuya tam olarak ulagabilmek heniiz miimkiin olmasa da oniimiizdeki
yillarda aktif olmayan DNA boélgelerine implantasyon yapilabilmesi basariy1
arttiracaktir [120].

EIAYV Vektorleriyle Yapilan Gen Tedavileri

HIV vektorleri yardimiyla yapilan gen tedavileriyle kiyaslandiginda EIAV
vektorleri yardimiyla yapilan tedavilerde etkinin daha hizli bagladig izlenmistir.
Ayrica gen ekspresyonu tedaviden 16 ay sonra dahi hem RPE hem fotoreseptor
hiicrelerde goriilmiis ve fenotipe yansiyan diizelme de saptanmistir. Bagka bir
calismada ise enjeksiyonun ardindan MYO7A hem RPE hem fotoreseptdr hiicrelerde
mutant olmayan farelerde saptanan diizeyde saptanmis ve yine fenotipe yansiyan
basari elde edilmistir. Fakat baz1 farelerde tedavi sonrasi bazi bolgelerde fotoreseptor

yogunlugunda azalma oldugu goriilmiistiir [121, 122].

Baska hastalik gruplariyla ilgili yapilan preklinik arastirmalarda deney
hayvanlara HIV vektorleri yardimiyla Faktor 9 verilmesinin ardindan karaciger
timori gelistigi goriilmiistiir [123]. Etki ve yan etki profili goz oniine alindiginda
EIAV vektorleri, HIV vektorlerine gore daha uygun bir secim olarak 6ne
cikmaktadir.

Adenoviral Vektorlerle Yapilan Gen Tedavileri

Uzun yillardir gen tedavilerinde en sik kullanilan vektorler adenoviral
vektorler olmugstur. Serotip 2 ve Serotip 5 bu zamana kadar en sik kullanilan
vektorlerdir. Uzun siiren etki potansiyeli, fotoreseptor etkinligini arttirmalari, toksik
etkilerinin az olmasi tercih sebebi olmalarini saglamistir. Ancak daha 6nce
bahsedildigi tizere 5 kb’ tan daha biiyiik genomlarin transferinde yetersiz kalmalari

arastirmacilari farkli arayislara yonlendirmistir [124].



Genlerin sadece esansiyel elemanlarini igeren kisimlarini vektorler yardimiyla

implante edilmesi denenmis ancak protein denatiirasyonuna sebep olmasi ve basarili

sonug elde edilememesinden dolay1 bu yontemden vazgegilmistir [125]. Adenoviral

vektor serotip S MYO7A geninin taginmasinda yeterli olmus ve basarili sonuglar elde

edilmistir ancak AAV2 tiim genomu tek basina transfer edemedigi i¢in iki farkli

vektore genomu bolerek ayni anda enjeksiyonu yapilmis diger patolojilerin aksine

Usher sendromunda basarili sonu¢ elde edilemmistir. Gen tedavilerinde kullanilan

tekniklerin gelismesiyle beraber ¢ift vektorle yapilan tedavilerde basari ihtimalinin

artacag diisiiniilse de glinlimiizde tek vektorle yapilan tedavi daha uygun

g6zukmektedir [100, 126].

Tablo 3 : Cesitli gen tedavi yontemleri ve basarilar[127]

Lentiviral VVektor

Adenoviral Vektor

HIV EIAV AAV?2 AAV5 AAVS
MYOT7A Tek Tek vektor | Cift vektor | Tek vektor | Cift vektor
taginmasi vektor
Genom + + - - -
integrasyonu
Hedef RPE RPE,FR RPE,FR RPE,FR RPE,FR
Fenotipe Yansiyan Basari
RPE Mozaik Mozaik Mozaik + Mozaik
pattern pattern pattern pattern
Fotoreseptor + + + + Bilinmiyor
hicre (FR)

Hastalara Uygulanan Gen Tedavileri

Hayvan deneyleri sonucunda elde edilen basarili sonuglar arastirmacilari

insanlarda da gen tedavisi yapma konusunda motive etmistir. Su an halihazirda

devam etmekte olan UshStat calismasi da 2012 yilinda baslamis ve 2021 yilinda

sonlandirmasi planlanmakta olan bir ¢alismadir. Calisma kapsamina 28 adet USH1B




hastas1 dahil edilmis ve bu hastalara lentiviral vektorler yardimiyla ( SAR 421869
(Oxford Biomedica’s LentiVector® , Sanofi)) MYO7A genomu subretinal olarak
enjekte edilmistir. Calismanin sonuglar1 heniiz yayinlamamistir. Bizim de bu tez
calismamiz sonucunda 7 hastamizda MYO7A geninde mutasyon bulmus olmamiz
hastalarimiza bu ¢alismanin olas1 basarili sonuglar1 sayesinde yeni bir tedavi imkani

sunabilecek olmamizdan dolay1 heyecan vermektedir.

RP ve Usher sendromu hastalarinda halihazirda devam eden gen tedavisi

calismalarinin listesi (Tablo 4) asagidaki gibidir.

Tablo 4: RP ve Usher sendromu ile ilgili devam eden gen tedavisi ¢alismalari
(ClinicalTrials.gov/Mayis 2019 itibariyle)

CALISMA isMi HASTALIK MUDAHALE UYGULAMA MERKEZI
. | A First-in-human, Proof of Concept Study | RP Biological: CPK850 Novartis Investigative Site
of CPK850 in Patients With RLBP1 Stockholm, Sweden
Retinitis Pigmentosa
Safety and Efficacy Study in Patients With | RP Biological: AAV2/5- Clinique
Retinitis Pigmentosa Due to Mutations in hPDE6B Ophtalmologique, CHU
PDEGB Gene de Nantes, France
Dose-escalation Study to Evaluate the RP Combination Product:
Safety and Tolerability of GS030 in Gene therapy: GS030-
Subjects With Retinitis Pigmentosa DP and Medical device:
GS030-MD
Safety and Efficacy of rAAV2tYF-GRK1- | XLRP | Biological: rAAV2tYF- | Duke Eye Center Durham,
RPGR in Subjects With X-linked Retinitis GRK1-RPGR North Carolina, United
Pigmentosa Caused by RPGR-ORF15 States / Casey Eye
Mutations Institute, Oregon Health
and Sciences University
Portland, Oregon, United
States / University of
Pennsylvania Scheie Eye
Institute Philadelphia,
Pennsylvania, United
States
Gene Therapy for X-linked Retinitis XLRP | Genetic: AAV-RPGR Moorfields Eye Hospital
Pigmentosa (XLRP) Retinitis Pigmentosa NHS Foundation Trust
GTPase Regulator (RPGR) London, United Kingdom
. | A Clinical Trial of Retinal Gene Therapy XLRP | Biological: AAV-RPGR | Manchester Royal Eye
for X-linked Retinitis Pigmentosa Hospital Manchester,
United Kingdom
Oxford Eye Hospital
Oxford, United Kingdom
Long-Term Follow-Up Gene Therapy LCA | Biological: AAV Moorfields Eye Hospital
Study for Leber Congenital Amaurosis OPTIRPE65 NHS Foundation Trust
OPTIRPEG5 London, United Kingdom




8. | Clinical Trial of Gene Therapy for the LCA Biological: AAV RPE65 | Moorfields Eye Hospital
Treatment of Leber Congenital Amaurosis NHS Foundation Trust
(LCA) London, United Kingdom

9. | Study of UshStat in Patients With Retinitis | RP, Genetic: LV-MYO7A Portland, Oregon, United
Pigmentosa Associated With Usher States / Paris, France
Syndrome Type 1B USHER

Retinal Protezler

Usher sendromu ve dolayisiyla RP hastalarinda sayis1 ve fonksiyonu oldukca
azalmis olan fotoreseptor hiicre etkinliginin arttirilmasi i¢in retinal protezlerin bir
tedavi stratejisi olarak ortaya konmasinin ardindan bu alanda hizli bir ilerleme
kaydedilmistir [128]. Retina protezleri harici bir giic kaynagi olmadan 1sikla aktive
edilen bir pasif stimiilasyon cihaz1 veya uyaricinin yazilim ile kontrol edilebildigi
aktif bir stimiilasyon cihaz1 olarak ve genellikle elektrodlarin bulundugu goz ici
pozisyonuna gore epiretinal, subretinal ve suprakoroidal protezler olarak
smiflandirilir [129]. Argus Il ve Alpha-IMS olmak iizere iki farkl: ticari formu olan
retinal protez mevcuttur ve ikisiyle ilgili de RP hastalarinda uzun dénem klinik

sonuclarda basarili olundugu bildirilmistir.

Argus Il Retinal Protez Sistemi (Second Sight Medical Products, Sylmar,
CA), retinitis pigmentoza (RP) basta olmak iizere dis retina dejeneratif hastaliklar
olan hastalara yapay gérme saglamak igin tasarlanmistir. Bu protez ilk olarak ¢ogu
son evre olan 30 RP hastasina implante edilerek denenmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir. [130]. ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylandiktan ve
piyasaya siiriildiikten sonra bu sistem tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaya

baslanmigtir [131].

Alfa-IMS (Retina Implant AG, Reutlingen, Almanya) ise subretinal olarak
implante edilen kablosuz bir protez sistemidir. 25 retinitis pigmentosa hastasinin
dahil edildigi ¢caligmanin sonucunda hastalarin yiizde 45’inde yasam kalitesinde artis

oldugu ortaya konmustur. Sonuglar Alpha-IMS'nin, ileri kalitsal retinal




dejenerasyonlari olan ve gorme seviyesi 151k persepsiyonu veya daha diisiik bir

seviyede olan hastalarda faydali olabilecegini gostermistir [132].

Cerrahi sonrasi rehabilitasyon siireci gerektirmelerinden dolay1 bu
yontemlerin Usher sendromu hastalarinda su asamada kullanilmasi tartismali

olmakla beraber Argus 11 Retinal Protez Sistemi uygulanan ve 16 ay takip edilen 53

yasinda bir USH2 hastasinda basarili sonuglar bildirilmistir [133].

Resim 3 : Argus 2 Retinal Protez Sistemi uygulanan hastada cerrahi oncesi ve sonrast [133]

Optogenetik Tedaviler

Bu tedavi yontemi son donemde kullanimi artan ve RP gibi ciddi retinal
dejenerasyonu olan hastalarda kullanilan bir yontemdir. Duyarliligin1 yitirmis retina
hiicrelerinde 1518a duyarlilik kazandirmay1 amaglamaktadir. Opsin bazl proteinleri
hiicre zarma genetik olarak implante ederek bipolar hiicre gibi hlcrelerin

fotosensitizasyonu amaglanmaktadir. Preklinik ¢aligmalarda basarili sonuglar
bildirilmistir [134-136].

Sonug olarak Usher sendromu hastalarda klinik olarak oldukga dramatik bir
tabloya sebebiyet vermesinin yaninda hasta yakinlarinin yasam kalitelerinde yasattigi
kayip da diisiiniildiigiinde teshis ve tedavisi oldukg¢a dnemli olan bir hastaliktir. Son
dénemde bu sendromun tedavisi igin yapilan galismalar ig¢erisinde gen tedavileri
daha fazla 6ne ¢ikmaktadir. Anatomik ve fonksiyonel olarak geri doniis saglama

konusunda tedavilerin yetersiz kaldig1 ve tedavide ana amacin saglikli hiicreleri



korumak oldugu diisiiniildiigiinde bu sendromun hastalarin ¢ogunlugunda dogumda
bulgu veren bir patoloji olmasi erken tani ve tedavi agisindan Usher sendromunu
daha avantajl1 hale getirmektedir. Ayrica daha 6nce belirtildigi tizere halihazirda
devam eden ¢alismalar da 6niimiizdeki yillarda bu sendromun tedavisinin

bulunabilmesi agisindan umut vericidir.

GEREC ve YONTEM

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma Saglik Bilimleri Universitesi Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve
Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(09/01/2018 ; 1855).

Ayrica bu ¢alisma Saglik Bilimleri Universitesi BAP Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir ( Proje Numarasi: 2018/090 ).

HASTA SECIiMi

Bu caligmaya, klinigimizde Usher sendromu 6n tanisiyla takip edilen gece
korliigi, degisik seviyelerde perifer gorme alan1 daralmasi, gérme azalmasi veya
kayb1 Oykiisii ve muayenesinde tipik pigmentasyonlu bilateral retina dejenerasyonu,
optik diskte balmumu soluklugu ve retinal damar atentiasyonu gortlmesiyle klinik
olarak RP tanisi alan ve bunun yaninda igitme kaybi olan 58 hasta dahil edildi.
Yapilacak olan calisma hakkinda detayli s6zel bilgilendirme yapilmasinin ardindan
kooperasyonu olan hastalarin kendilerine koopere olmayan hastalarin ise birinci
derece yakinlarina aydinlatilmis onam formu sdzel olarak da okunduktan sonra
imzalatildi. Hastalarin hikayesi, 6zge¢mis ve soy gecmisleri ile ilgili bilgiler
kendilerinden ve/veya birinci derece yakinlarindan alinarak ayrintili olarak

kaydedildi. Bu bilgileri; yasi, cinsiyeti, dogum yeri, sistemik hastalik varlig1 (ve/veya



sendrom varlig1), gecmiste gegirilen gz, kulak veya diger cerrahi miidahaleler,
kullanilan veya kullanilmis olan medikal tedaviler, anne-baba akrabaligi, anne veya
babanin ailesinde USH 6ykusu, kardes sayis1 ve cinsiyeti, kardeslerde USH varligi
(varsa hasta kardesin cinsiyeti), ¢ocugu varsa USH varlig1 (varsa hasta cocugunun
cinsiyeti), ek goz ve kulak hastaliginin olup olmadigi (glokom, katarakt vs.) gece
goérme azalmasinin baglama yasi, merkezi korliigiin baglama yasi, agir gorme kaybi
varsa baslama yasi ; ayrica isitme ve vestibiiler fonksiyonlarda kayip olup olmadigi,
kayip varsa baslama yas1 ve progresyonu, isitme cihazi kullanimi, egitim durumu,

erkek hasta ise askere gidip gitmedigi olusturdu.

G0z muayenesinde; gorme keskinligi, goz i¢i basing degerleri, primer
pozisyonda goziin konumu, nistagmus varhigi, en iyi dizeltilmis gorme keskinligi
(Snellen eseli ile), pitoz vb. ekstraokiiler patoloji varligi makroskopik olarak
degerlendirildi ve kaydedildi. Tropikamid %1 g6z damlasi ile dilatasyon sonrasi
biyomikroskopik muayenede lens durumu ve fundus bulgulari kaydedildi. Lens
durumu; fakik-saydam, fakik-arka kapsul kesafeti (ASK), afaki, fakik-matr senil
katarakt-niikleokortikal katarakt olarak gruplandirildi. Fundus bulgulari; erken evre
RP (ekvatoryal bolgede kemik korpiiskiilii pigmentasyonun yeni baslamis,
makulasinin ve optik diskin etkilenmemis olmasi), ge¢ evre RP (yaygin
pigmentasyon diizensizligi ve koryoretinal atrofinin gértlmesi, makulada belirgin
retina pigment epitelyum diizensizliginin olmasi, belirgin optik disk soluklugu
bulunmast), sektoryel RP, sine pigmenti, paravendz pigmenter retinopati, Coat’s
benzeri RP veya atipik RP, ciddi makuler atrofi-RP, subretinal siv1 veya retina
dekolmani eslinde RP olarak gruplanarak kaydedildi. Ardindan tiim hastalarimiz
Kulak Burun Bogaz (KBB) klinigine yonlendirilerek detayli kulak, burun ve bogaz
muayenelerinin yapilmasinin ardindan odyometrik dl¢timleri, vestibuler ve serebellar
fonksiyon muayeneleri ve detayli nistagmus muayeneleri yapild. Isitme kaybi 45
desibel (dB) veya daha az olan hastalar hafif, 45-70 dB arasi1 olan hastalar orta, 70
dB’den fazla olan hastalarsa siddetli isitme kaybina sahip olarak siniflandirildi.

Aksiyel uzunluk 6lgimi Nidek AL-Scan biyometri cihazi ile yapildi, hastanin
gozii fikse olamiyorsa B ve A-mod ultrasonografi (EZ Scan AB5500 Ophthalmic
ultrasound scanner) ile 6l¢tim yapildi. Optik koherens tomografi (OKT) ve fundus
otofloresans goruntiileme (FAF) icin, spektral domain (SD) 3D OCT-2000 (Topcon



Corp., Tokyo, Japan) cihazi (A=840 nm, 27.000 A-tarama/saniye ve Sum aksiyel
¢Oziiniirliige sahip) kullanildi. Makula 3D (6.0x6.0 mm-512x128) modu ayrica
koroidin goriintiilemesinde foveanin merkez alindigi 9 mm “line” modunda
arttirilmig derinlikli goriintiilleme “Enhanced Depth Imaging”(EDI) teknigi kullanildi.
Nistagmusu olan veya fikse edemeyen olgularda makula dis1 bélgeden ¢ekim
yapilabildiyse kaydedildi. Koroid kalinlik 6l¢timii subfoveal bolgede hiperreflektif
retina pigment epitelin (RPE) dis kenari ile koroid-sklera sinir1 arasinda manuel
olarak yapildi. Yaziliminin 6l¢im araci (kalibre) kullanilarak RPE’nin dis
kenarindan baslayan ve bu kenara dik bir ¢izginin koroid sklera sinirina getirilmesi

ile yapild1.

DISLAMA KRITERLERI

18 yasindan kiiclik, 60 yasindan biiyiik hastalar; isitme muayenelerinde
norosensoriyel kayip disinda kayip tespit edilen hastalar, gorme ve isitme
muayenesine koopere olamayan hastalar, numune igin periferik vendz kan 6rnegi

alinmasini kabul etmeyen hastalar ¢alisma kapsami disinda birakildi.

MOLEKULER ANALIZ

Go6z ve KBB muayenelerinin ardindan hastalara gerekli agiklama yapilarak ve
aydinlatilmis onamlari alinarak bir hemogram ve bir biyokimya tupi olmak tzere 5-
10 cc periferik ven6z kan ornekleri alindi. Alinan kanlar uygun sartlar saglanarak
SBU Tip Fakiiltesi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali'na genetik arastirma icin transfer

edildi ve ¢aligma multidisipliner bir sekilde yiiriitilda.

Alman kan 6rneklerinden Column-Pure Blood Genomic DNA Mini (Applied
Biological Materials (abm) Inc.) ticari Kiti ile tiretici firmanin protokolii izlenerek

genomik DNA izolasyonu yapildi.

2.0 ml'lik bir santrifijj tiptine ~ 100 ul kan toplandi. Uzerine 100 ul PBS

cozeltisi ekledi. Yavasca santrifiij uyguland: ve oda sicakliginda iyive karisip



liziz tamamlanincaya kadar 1 dakika bekletildi. Cokelti iki kez 500 pl TE
Tamponla yikandi. Her yikama sirasinda 1 dakika boyunca 4,000 x g'de
(8,000 rpm) santrifiij uygulandi. Son ¢okelti beyaz olarak goriindiigiinde
sonraki basamaga gecildi.

o Proteinaz K. 20 ul eklendi, iyice karistirildi. Tampon CL 200 ul eklendi.
Yavasga santrifiij uygulandi. 10 dakika boyunca 56 ° C'de inkdibe edildi.
Cozelti lizis islemini tamamlayincaya kadar inkiibasyonu uzatildi.

o Karisima% 100 etanol 200 ul eklendi ve iyice karistirildi.

o Tiim tiip bilesenlerini 2.0 ml Toplama tiipiine aktarildi. 1-2 dakika oda
sicakliginda bekletildi. 2 dakika boyunca 8,000 x g'de (10,000 rpm) santrifj
uygulandi.

e 500 ul CW1 Solusyonu eklendi. 1 dakika boyunca 8,000 x g'de (10,000 rpm)
santrifiij uygulanda.

e 500 ul CW2 Solusyonu eklendi. 1 dakika boyunca 8,000 x g'de (10,000 rpm)
santrifiij uygulandi.

e (Cokelti alinarak 1 dakika daha 8,000 x g'de (10,000 rpm) santrifiij uygulandi.

e Column temiz bir 1.5 ml Eppendorf tiipiine yerlestirildi. Column zarinin
ortasia 30-50 pl CE Tamponu eklendi. 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

e 8000 x g'de (10.000 rpm), 1 dakika boyunca DNA'y1 uzaklastirmak amaciyla
santrifiij uygulanda.

e DNA orneklerinin konsantrasyonlari ve safligit Nanodrop 2000c (Thermon
Scientific,USA) spektrofotometre ile 2 pl DNA 6rnegi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Tiim 6rnekler toplanana kadar izole edilen her DNA 6rnegi -80 °C'de
muhafaza edildi. Tiim 6rnekler toplandiktan sonra tanimlanmis olan genlere 6zgii
primerler ile uygun sicaklikta DNA 6rnekleri ¢ogaltildi. PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) uygulamasi, sekans analizi i¢in gerekli gen bolgesine ve primerlerin
erime sicakligia uygun sicaklik oranlarina gore gergeklestirildi. Bu is paketleri SBU
Tip Fakiiltesi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda yapildi. Bundan sonraki
is paketleri, hizmet alim1 seklinde (Gentera Biyoteknoloji Limited Sirketi, Istanbul)

yapildu.



MYOT7A, PCDH15, USH1C, CDH23, USH2A Genlerinin Analizi

Cogaltilan DNA o6rnekleri; PCR purifikasyonu, Cycle sekans ve Na asetat ile

purifikasyon basamaklar1 sonrasinda, tanimlanmis mutasyonlari iceren MYQO7A,

PCDH15, USH1C, CDH23, USH2A genleri hedef alindi. Paneller Sanger dizileme

yontemi kullanilarak dizilendi. Dizileme sonucu veriler tarafimiza gonderildi.

Tablo 5: Tlgili genler ve hedeflenen mutasyonlar

Gen Nikleotid Aminoasit Ekzon
Degisimi
Intronik (ekzon 12
MYOT7A C.1343+1 G>A Yok yaninda)
USH1C G>A/G>C/G>T p.R357W 13
CDH23 C>A/C>T P.R1060W 26
PCDH15 G>A/G>C P.R991X 24
USH2A C>A/C>G P.G1301V 18

Ilgili genlerin ekzonlarim cogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri asagida

verilmistir. (Tablo 6)

Tablo 6: Bu primerler; MYOT7A, PCDH15, USH1C, CDH23, USH2A genlerinin mutasyon tespit
edilmek istenen boélgelerinin dncesinde ve sonrasinda yer alan baz dizilimlerini temsil eder

GEN Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") (bp)
MYOTA | AGTGGCTGATCACTGCCTTT AGCTGACCTTGAGGAGGTGA 354
PCDHIS | 17cCAAGATGTGAGATACCAAGTG | TACCTGCAAGTCGTGTGAGG 330
USHIC | ACAGATCCCTCCTACCTCGAT GAGCACAGCGTCCAGACT 899
CDH23 | GGAGGCTAAATGAAATGGTCTGC | TGTCACCTGAGCCCTGAATC 884
USH2A | TAGTTAAGCCATTTTCGCCCCA TGTCCCTACCCTACCCCTAAAG 593




ISTATISTIK

Tanimlayici istatistiklerde say1, yiizde, ortalama, standart sapma, minimum,
maksimum degerler kullanild. Istatistiksel hesaplamalar i¢in Microsoft Excel programi

kullanilmustir.

SONUC

DEMOGRAFIK OZELLIKLER

Calismamiza Temmuz 2016 — Haziran 2018 tarihleri arasinda klinigimizde
RP nedeniyle takibi yapilan ve ayni zamanda isitme kaybi olan 58 hasta dahil edildi.
Hastalarimizdan ikisi periferik venoz kan 6rnegi alinmasini reddettigi igin, Sekiz
hasta ise KBB muayenesinde norosensoriyel tipte isitme kaybi saptanmadigi igin
calisma kapsami disinda birakildi. Caligmaya dahil edilen hastalarin yas ortalamasi
33,56 £ 11,12 idi. 23’0 kadin 25°i erkek 48 hastanin 14’ USH1, 16’s1 USH2 iken 18
hastanin tiplendirmesi yapilamadi. Hastalarimizin ortalama hastalik stiresi 25,4
+ 13,49 idi. Hastalarimizin 32 tanesinde anne-baba akrabaligi mevcut iken 16
hastada anne-baba akrabaligi olmadigi1 6grendildi. Hastalarimizdan dérdinin
ebeveynlerinin kardeslerinde de Usher sendromu oldugu 6grenildi. Ayrica 18
hastanin kardesinde de Usher sendromu tespit edildi. Iki hastada dibetes mellitus, (¢

hastada sistemik hipertansiyon, (i¢ hastada epilepsi 6ykusi mevcuttu.



Tablo 7: Demografik Ozellikler

n %
Kadin 23 48

Cinsiyet Erkek 25 52
Tipl 14 29
Tip 2 16 33
Tiplendirme

USH Tipi Yapilamayan 18 38

Anne — Baba Akrabaligi 32 67

Siilalede Hastalik 4 8

Kardeslerde Hastalik 18 38

GOZ VE GORME MUAYENESI SONUCLARI

Usher sendromu tanisi alan 48 hastanin 15 tanesinde gorme keskinligi
bilateral 151k hissi(IH) diizeyindeyken, 10 hastada el hareketleri seviyesindeydi
(EHS). Hastalarimizin 2 tanesi 1 metreden parmak sayabilirken (1 mps), 13
hastamizin gérme keskinligi Snellen eseline gore 0.1 olarak tespit edildi.
Hastalarimizdan 8 tanesinin gérme keskinligi diizeyi kooperasyonlar1 yeterli
olmadig icin tespit edilemedi. Ortalama goz ii basinglari (GIB) sag gozde
14,04 + 1,69 olarak tespit edilirken, sol gozlerin ortalamasi 14,55+ 1,7 olarak
6lglldu. Hastalarimizdan 6 tanesinin 6n segment muayenesinde bilateral psddofaki
(pf) izlenirken 20 hastada bilateral arka subkapsuler katarakt (ASK) izlendi.
Hastalarimizdan 22 tanesinde ise bilateral fakik olarak izlendi. Fundus
muayenelerinde tim hastalarda RP ile uyumlu gorilirken 10 hastada erken evre, 29
hastada ise ileri evre RP tespit edildi. Bir hastada ise kistik makula 6demi(KMO)
izlendi. Aksiyel uzunluk 6l¢iimleri ortalamasi 22, 32 + 3,48 olarak tespit edildi.
Kooperasyon saglanabilen hastalarin Fundus oto floresans (FAF) gortnttlemelerinde
ise 4 hastada perifoveal hiper AF halka izlenirken, 3 hastada retikiler paternde
otofloresans, 4 hastada ise yaygin otofloresans kaybi izlendi. Optik Koherens



Tomografi cihazi yardimiyla yapilan 6lgiimlerde ise fiksasyon saglayabilen 32
hastanin santral makula kalinliklar1 (SMK) ortalamas1 152,71 + 37,9 olarak olculdu.

Tablo 8: Goz Muayenesi Sonuc¢lari

n %
Pf 6 12
Fakik 22 46
Lens durumu ASK 20 42
Erkenevre RP | 10 21
Fundus Ileri evre RP 29 60
muayenesi KMO 1 2
SMK 152,71 £ 37,9
Aksiyel Uzunluk 22,32+3,48
Hiper AF halka | 4 8
Retikuler
patern 3 6
Yaygin AF
FAF kaybi 4 8

(GIB: Géz ici basing ; pf : psédofaki ; ASK : Arka subkapsiiler katarakt ; RP : Retinitis Pigmentosa ;
KMO : Kistoid makula 6demi SMK : Santral Makula Kalinligi; FAF :Fundus Otofloresans)

ISITME VE DENGE MUAYENESI SONUCLARI

Hastalarimizdan yedi tanesine kooperasyon saglayamadigi icin KBB
muayenesi yapilamadi. Muayene edilen 41 hastadan 8 tanesinde ndrosensoriyel tipte
kayip izlenmedigi i¢in ¢alisma kapsami disinda birakildi. Muayene edilen tiim
hastalarin otoskopik, rinoskopik ve bogaz muayeneleri dogal olarak izlendi.
Hastalarimizdan 4 tanesinde hafif siddette 10 tanesinde orta siddette 27 hastada ise

siddetli norosensoriyel isitme kayb1 tespit edildi. 21 hastada nistagmus tespit edildi.



Dix- Hallpike manevrasiyla yapilan vertigo muayenesinde ise 6 hastada nistagmus
tespit edildi. Serebellar testlerde 13 hasta basarisiz olurken 20 hasta basarili oldu.
Sekiz hasta ise koopere olamadig1 i¢in muayene yapilamadi. Hastalarin kooperasyon

eksikliginden dolay1 Videonistagmografi (VNG) testi uygulanamadi.

Tablo 9: Isitme ve Denge Muayenesi Sonuclari

n %

Isitme kayb1 | Hafif 4 10

siddeti Orta 10 24

Siddetli 27 66

Nistagmus Pozitif 21 53

Negatif 20 47

Dix-Hallpike | Pozitif 6 15

Negatif 35 85

Serebellar Basarili 20 48

muayene Basarisiz 13 32
basarisi

MOLEKULER ANALIZ SONUCLARI

Calisma kapsaminda 48 hastadan aldigimiz periferik vendz kan 6rneklerinden
daha once yapilmis caligmalarda saptanan mutasyonlarla Usher sendromuna siklikla
sebebiyet verdigi bilinen MYO7A, PCDH15, USHIC, CDH23, USH2A genlerinde
Sanger DNA dizileme yontemi kullanilarak ilgili noktalarda mutasyon taramasi

gergeklestirilmistir.

MYO7A Geni Mutasyon Analizi Sonug¢lar:

Yapilan DNA dizi analizleri sonucunda 48 hastanin 6 tanesinde heterozigot, 1
tanesinde ise homozigot mutasyon sonucu C.1343+1 aminoasitinde 241. bazda
guanin yerine adenin geldigi goriilmiistiir.
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Resim 4: Bir grup hastanin, ham verilerinin analizinin yapildigi Geneious Prime (Geneious version 2019.1
created by Biomatters) uygulamasindan aliman goriintiilerde MYOTA geninde odaklanilan noktada gorilen
heterozigot ve homozigot mutasyonlar

PCDH15 Geni Mutasyon Analizi Sonuclari

Yapilan DNA dizi analizleri sonucunda 48 hastadan herhangi birinde
PCDHI15 geninde odaklanilan noktada mutasyon saptanmamustir.
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Resim 5: Bir grup hastanin, ham verilerin analizinin yapildigi Geneious Prime (Geneious version 2019.1 created
by Biomatters) uygulamasindan alinan goriintiilerde PCDH15 geninde odaklanilan noktada baz degisiminin
olmadigi goriilmektedir.



USH1C Geni Mutasyon Analizi Sonuclari

Yapilan DNA dizi analizleri sonucunda 48 hastadan herhangi birinde odaklanilan
noktada mutasyon saptanmamustir.
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Resim 6. Bir grup hastanin, ham verilerinin analizinin yapildigi Geneious Prime (Geneious version 2019.1
created by Biomatters) uygulamasindan alinan goriintiilerde USHIC geninde odaklanilan noktada baz
degisiminin olmadigr goriilmektedir.

CDH23 Geni Mutasyon Analizi Sonug¢lar:

Yapilan DNA dizi analizleri sonucunda 48 hastadan herhangi birinde mutasyon
Saptanmamuistir.
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Resim 7 : Bir grup hastanin, ham verilerinin analizinin vapildigi Geneious Prime (Genemus version 2019.1
created by Biomatters) uygulamasindan alinan goriintiilerde cdh23 geninde odaklanilan noktada baz degisiminin
olmadigi goriilmektedir.



USH2A Geni Mutasyon Analizi Sonuclar:

Yapilan DNA dizi analizleri sonucunda 48 hastadan herhangi birinde mutasyon
saptanmamistir.

Consensus GG G AT TECAT AT CTATABAST AATGAGGACTGAGCCAA CACTGCTCTGAAAAACTCG

Identity =
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Resim 8: Bir grup hastanin, ham verilerinin analizinin yapildigi Geneious Prime (Geneious version 2019.1

created by Biomatters) uygulamasindan alinan goriintiilerde cdh23 geninde odaklanilan noktada baz degigiminin
olmadig1 goriilmektedir.

MUTASYON TESPIT EDILEN HASTALARIN DETAYLI
SONUCLARI VE DiGER HASTALARLA KIYASLANMASI

MYO7A geninde mutasyon tespit ettigimiz 5 erkek, 2 kadin 7 hastanin yas
ortalamasi 29,71 £12,69 idi. Bu hastalarin ortalama tani alma yaslarinin 15,14 +5,81
oldugu goriildii. Oftalmolojik muayenelerinde 1 hastamizin gérme keskinligi
bilateral IH(+) diizeyindeyken 4 hastamizin goérme keskinligi EHS olarak tespit
edildi. Iki hastamizin gérme keskinligi ise 0.1 idi. Biomikroskobik muayenelerinde 6
hastamiz fakik olarak izlenirken 1 hastamiz ise psdodofakik idi. Fundus
muayenelerinde 1 hastada erken evre 3 hastada ise ileri evre RP izlendi.
Hastalarimizin SMK ortalamasi ise 148,71 + 33,9 olarak hesaplandi. Yapilan
odyolojik testlerde 15,18 ve 23 yasindaki 3 hastada hafif derecede nérosensoriyel
isitme kaybu tespit edilirken, 29,34,37 ve 52 yasindaki 4 hastamizda ileri diizeyde

ndrosensoriyel isitme kaybi tespit edildi. Hastalarimizdan 4’iiniin isitme cihazi



kullandig1 6grenildi. Vestibiiler muayenelerinde ise hi¢bir hastamizda denge

problemi izlenmedi.

Klinik olarak USH2 ile uyumlu olan 6 erkek 3 kadin 9 hastamizda ise
mutasyon tespit edilmedi. Bu hastalarimizin yas ortalamasi 28,84 +13,59 iken
ortalama tan1 alma yaslar1 14,66 +6,12 idi. Hastalarimizdan 2’sinin gérme keskinligi
IH(+) diizeyindeyken 5 hastamizin gérme keskinligi EHS, 2 hastamizin ise 0,1 idi.
Biomikroskobik muayenelerinde 8 hastamiz fakik olarak izlenirken 1 hastamiz ise
psodofakikti. Fundus muayenelerinde ise 1 hastada erken evre 4 hastada ileri evre RP
izlendi. Bu hastalarin ortalama SMK’lar1 ise 150,64 + 30,66 idi. Yapilan odyolojik
muayene sonucunda 2 hastamizda hafif, 1 hastamizda orta, 6 hastada ise ileri diizey

norosensoriyel isitme kayb1 oldugu goriildii.Hastalarimizdan 4 tanesinin isitme cihazi

kullandig1 6grenildi. Vestibiiler muayenelerinde ise hi¢bir hastamizda denge

problemi izlenmedi.

Tablo 10 : Mutasyon tespit edilen ve edilmeyen USH2 hastalarinin kiyaslanmasi

Mutasyon Tespit Edilen | Mutasyon Tespit
Hastalar Edilemeyen Hastalar

Hasta sayisi 7 9
Cinsiyet Erkek 5 6

Kadin 2 3
Yas 29,71+12,69 28,84 +£13,59
Tan1 alma yas1 15,14 45,81 14,66 +6,12
Retinitis Erkenevre |1 1
Pigmentosa | Ileri evre 3 4
SMK 148,71+ 33,9 150,64 + 30,66
Isitme Hafif 3 2
kaybi1 Orta 1

Siddetli 4 6

Mutasyon tespit edilen ve edilmeyen hastalar iki farkli grup olarak ele aldigimizda

iki grup arasinda hastaligin klinik seyrinde belirgin bir fark olmadig: goruldu.




TARTISMA

Klinigimizde Usher sendromu 6n tanisiyla takip edilen 58 hastada molekiiler
epidemiyoloji arastirmasi yapmak ve elde ettigimiz sonuglarla klinik korelasyon
saglamak amaciyla yaptigimiz bu tez ¢aligmamizin sonucunda 7 hastamizda MYO7A
geninde mutasyon tespit ettik. Genetik kokenli her hastalikta oldugu gibi Usher
sendromunda da hastaligin giiniimiizde kesin bir tedavisi bulunamamis olsa da
onlimiizdeki yillarda tedavi edilebilmesi i¢in genetik kdkenini saptamak biiyiik 6nem
arzetmektedir. Diinya ¢apinda Usher sendromuyla ilgili olarak yapilmis bir ¢ok
molekiiler epidemiyoloji ¢alismasi mevcutken tilkemizde daha 6nce boyle bir
caligma yapilmamustir. Ulkemizdeki molekiiler epidemiyoloji hakkinda bilgi veren
ilk ¢alisma olmasindan dolay1 hem iilkemiz hem de diinya literatiirii adina

calismamizin degerli olduguna inaniyoruz.

Usher sendromu tiplendirmesi genetik olarak heterojenite gosteren bir durum
oldugundan dolay1 tiplendirmesi genel anlamiyla klinik olarak yapilmaktadir.
Davenportt ve Omenn tarafindan 1977 yilinda yapilan siniflandirma halen
gegerliligini korumaktadir [2]. USH1’de dogustan sagirlik izlenirken vestibiiler
problemler de hastaliga eslik eder. Ilk dekatta RP goriilmektedir. USH2’de ise yine
ilk ya da ikinci dekatta RP goriiliir, dogumda sagirlik goriilmez ve isitme kaybi daha
hafif siddette izlenir. USH3 te ise ikinci tipe benzer bicimde daha hafif siddette
isitme kaybi1 izlenirken Tip 2’den farkli olarak isitme kaybi1 progresif seyreder ve
vestibiiler problemler eslik edebilir. Retinitis pigmentosa ise genellikle ikinci ya da
Ucuncl dekatta ortaya ¢ikar [3]. Bu (¢ tip de kendi i¢lerinde sebep olan mutasyona
bagli olarak ayrica siniflandirilmaktadir. Bu kendi i¢inde yapilan siniflandirma da
hastaligin molekiiler kokeninin saptanmasina yardimci oldugu i¢in gen tedavisi

caligmalarinda yol gosterici olmaktadir.

Bizim c¢alismamiza dahil ettigimiz 48 hastada klinik olarak siiflandirma
yaptigimizda 14 hasta USH1, 16 hasta ise USH2 olarak siniflandirilmistir. Klinik
bulgulara bakildiginda hicbir hastamiz USH3 ile uyumlu olarak



degerlendirilmemistir. 18 hastada ise muayene sirasinda hasta kooperasyonundaki
yetersizlik ve hasta yakinlarindan edindigimiz bilgilerin tiplendirme igin yeterli
olmamasindan dolay1 tiplendirme yapilamamistir. Diinyada yapilan epidemiyolojik
calismalara genel bir bakis yapildiginda tiim usher tiplerinin %90’dan fazlasin
USHI ve USH2 olusturmaktadir. Amerika ve Kuzey Avrupa’da yapilan ¢aligmalarda
ise USH1 %33-44 arasinda goriiliirken, USH2 %56-67 arasinda goriilmiistiir.
Kolombiya’da yapilan bir ¢calismada ise hastalarin %70’inde USH1 saptanmustir.
Genel anlamiyla tiim diinyada USH2, USH1 e gore fazla izlenirken iki tip de yaygin
olarak goriilmektedir. Farkli olarak Finlandiya’da yapilan bir ¢alismada ise USH3
%40 oraninda izlenmis ve tiim Usher sendromlu hastalar igerisinde en sik goriilen tip
olarak izlenmistir. Birlesik Krallik’ta yapilan bir calismada ise USH3 %20 oraninda
izlenmistir [24, 50, 137-140]. Tiim bu ¢alismalarla kendi sonuglarimizi
kiyasladigimizda diinyada goriilen epidemiyolojik dagilimla paralel sonuglara sahip
oldugumuzu gormekteyiz. Klinigimiz RP ve Usher sendromlu hastalarin oldukga
fazla sayida takip edildigi bir referans merkez konumunda oldugu i¢in elimizdeki
hasta grubunun tilkemizin her bélgesinden gelen hastalardan olustugu diisiiniiliirse
calisma sonuglarimizi bu hastaligin tilkemizdeki epidemiyolojisi i¢in de
genelleyebilecegimize inantyoruz. Fakat epidemiyolojik agidan sonuglarin daha net
olarak ortaya konmasi adina ¢ok merkezli bir ¢calisma yapilmasinin gerekli olduguna

inaniyoruz.

Usher sendromu otozomal resesif olarak kalitilan bir patoloji oldugu i¢in bu
sendroma sahip hastalarin tedavi edilmesi ve yasam kalitelerinin arttirilmasinin
yaninda sendromun oniimiizdeki nesilleri etkilememesi i¢in hi¢ kusku yok ki
diinyada ve tilkemizde yayginligi halen oldukca fazla olan akraba evliliklerinin
potansiyel riskleri konusunda bireysel ve toplumsal bilincin arttirilmas1 da 6nem
arzetmektedir. Ulkemizde Ankara, Istanbul ve izmir’de akraba evliligi oram %17
iken, diger kentlerde %19’dur. Kdylerde ise bu oran %36’ya ¢ikmaktadir [141].
Bizim ¢aligmamiz kapsamina dahil ettigimiz 48 hastanin 32’sinde anne-baba
akrabaligimin mevcut oldugunu hasta soygecmislerini arastirdigimizda tespit ettik.
Hastalarimiz arasinda 2’si kadin 4’ii erkek 6 kardesin tamaminin Usher sendromuna
sahip oldugu, anne ve babalarinin ise kuzen oldugu bir aile mevcut idi. Oran olarak

bakildiginda hastalarimizin %67’ sinde anne-baba akrabali§inin mevcut olmasi bu



konunun ciddiyetini olduk¢a dramatik bi¢cimde ortaya koymaktadir. Son yillarda hem
devlet hem de sivil toplum kuruluslari tarafindan yapilan kampanyalar umut verici
olmakla beraber bu alanda toplumu bilinglendirecek daha genis kapsamli

caligmalarin yapilmasi gerektigine inaniyoruz.

Tez ¢alismamiz kapsaminda sendromun molekiiler epidemiyolojisi de
arastirilmistir. Glintimiizde mutasyonlariyla Usher sendromuna sebebiyet verdigi
bilinen 10 adet gen bulunmaktadir. Daha 6nce sdylendigi tizere Usher sendromu
genetik olarak heterojenite gosteren bir patoloji oldugu igin bu genetik mutasyonlarin
fenotipe yansimasinda da farkliliklar izlenebilmektedir. MYO7A, USH1C, CDH23
PCDH15, USH1G genlerindeki mutasyonlar USH1’e ; USH2A, GPR98 ve DFNB31
genlerindeki mutasyonlar USH2’ye ; CLRN1 ve HARS genlerindeki mutasyonlar ise
USH3e siklikla sebebiyet vermektedir.

Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda USH1’in en sik goriilen alt tipinin MYO7A
genindeki mutasyonlara bagli olarak ortaya ¢ikan USH1B oldugu gosterilmistir.
Amerika ve Ingiltere’de yapilan galismalarda USH1 hastalarmin yaklasik yarisinda
etken olarak bu gendeki mutasyonlar izlenmistir. MYO7A genini CDH23, PCDHI15,
USH1C genindeki mutasyonlar takip etmektedir. USH1 hastalarinin %10-35
arasindaki kisminda etken mutasyon olarak CDH23 genindeki mutasyon,
%10’undaysa PCDH15 genindeki mutasyon gosterilmistir. USH2 hastalarinda ise
%385 oraninda USH2A geninde mutasyon saptanmustir [12-14, 137, 142]. Biz de
molekdler epidemiyoloji ¢alismamiz kapsaminda hastalarimizda etken mutasyon
olarak gortilmesi daha muhtemel olan MYO7A, CDH23, PCDH15, USH1C ve
USH2A genlerine odaklandik. Klinik siniflandirmamiz sonucunda hi¢bir hastamizin
USH3 ile uyumlu olmamasi ve USH3 goriilme sikliginin diinyada da az olmasindan

dolay1 USH3’e sebep olan mutasyonlar calismamiz kapsaminda arastirilmamistir.

Giinlimiizde molekiiler epidemiyoloji ¢alismalar1 i¢in kullanilan farkli DNA
dizilim teknikleri mevcuttur. Bunlar Sanger dizilim, ytliksek verimli dizilim, dizilmis
primer uzatma (APEX : Arrayed Primer Extension) gibi yontemlerdir[143]. Bu
yontemler icerisinde en ¢ok dikkat ¢ekeni APEX’tir. APEX ayni anda yiizlerce
mutasyon analizini yapabilen oldukc¢a basarili bir tekniktir[144].



Bu tekniklerin disinda son dénemde yeni nesil dizileme (NGS : Next
Generation Sequencing) ad1 verilen farkli bir teknik gelistirilmistir. Bu teknik
sayesinde ayni1 anda milyonlarca dizileme gergeklestirilebilmekte ve tiim baz ciftleri
basaril1 bir sekilde analiz edilebilmektedir. Bu teknik insan genomunun
incelenmesinde basartyla kullanilmakla birlikte delesyon, yeniden diizenlenme gibi
mutasyonlarin tespitinde yetersiz kalmaktadir. Ayrica protein sentezinde ana rolii
iistlenen ekzonlarin incelenmesini basariyla saglarken intron incelemesi ve
mitokondriyel DNA incelenmesinde de yetersiz kalmaktadir [145]. GlnUm{zde
ortaya konan arastirma sonuglart mutant proteinlerin kodlanmasinda ekzonlar

disindaki bolgelerin de etkisinin oldugunu ortaya koymustur[146].

Yeni nesil dizileme teknikleri bu amacla daha sonra ortaya ¢ikan tiim genom
dizileme (WGS:Whole-Genome Sequencing), tim ekzom dizileme (WES: Whole-
Exom Sequencing) ve hedeflenen yeni nesil dizileme (Targeted NGS) gibi
tekniklerle ciddi bir gelisim gostermistir. WGS ekzon-intron ayrimi yapmadan tiim
DNA’nin taranmasina imkan sagladigi i¢in insan DNA’sinin yaklasik %98’inin
basariyla taranmasini saglayan oldukca degerli bir yontemdir. Fakat pahali olmasi ve
analiz siirecinin zorluklar1 bu yontemin dezavantajlaridir. Daha kolay analiz siireci
sunan WES teknigindeyse sadece ekzonlar taranmaktadir. Genetik kokenli
hastaliklarin cogunlukla ekzonlardan kaynakli mutasyonlardan ortaya ¢iktigi
diisiiniiliirse bu yontem de kiymetli bir yontem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Targeted
NGS ise daha 6nce bilinen mutasyonlar1 hizli bigimde tarama sans1 verdigi igin
ozellikle bilinen mutasyonlar1 popiilasyonda taramak i¢in avantajl bir tekniktir.
Ancak bu yontemde yeni mutasyon ortaya konamiyor olmasi bu teknigin en 6nemli

dezavantajidir [147] [148, 149].

Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz Sanger dizileme yOntemi ise gegtigimiz
yillarda daha hizli sonug verir hale gelecek sekilde gelistirilmesine karsin tiim
genomun incelenmesi igin dezavantajl bir yontemdir. Bu yontemde bilinen
mutasyonlar1 taramak i¢in kisa DNA pargalar1 kullanilir ve tiim bir genomu bu
sekilde taramak zaman ve maliyet agisindan avantajli degildir. Ancak maddi kosullar
sebebiyle biz arastirmamiz kapsaminda mutasyon taradigimiz 5 genin her biri igin
daha 6nce tespit edilmis birer mutasyonu bu teknikle taramak durumunda kaldik.

Usher sendromunun genetik heterojenite gosteriyor olmasi ve fenotipe yansimada



olusan varyasyonlar sebebiyle klinik tiplendirmemize gore hastalar1 ayirip her
hastada klinigine uygun bi¢cimde farkli mutasyonlar1 arastirmak yerine tiim
hastalarimizda ayn1 mutasyonlar1 arastirmay1 uygun bulduk. Aragtirmamiz
sonucunda USH1 e sebep oldugu bilinen MYO7A genetik mutasyonlarimin klinik
olarak USH2 ile uyumlu hastalarimizda ortaya ¢ikmis olmasi bizim agimizdan

verdigimizin kararin dogrulugunu ortaya koymasi agisindan sevindirici olmustur.

USH1C geni i¢in daha 6nce 2011 yilinda Fransa’da yapilmis bir ¢alismada
mutasyon tespit edilen p.R357W aa’ini kodlayan 899 bazlik dizi incelenmis ve

mutasyon tespit edilmemistir [150].

CDH23 geni i¢in daha 6nce 9 farkli calismada mutasyon tespit edilmis
P.R1060W aa’ini kodlayan 884 bazlik dizi incelenmis ve mutasyon tespit
edilmemistir[17, 150-154] [155-157].

PCDHA15 geni igin daha 6nce 2016 yilinda Ingiltere’de yapilan bir ¢alismada
mutasyon tespit edilmis P.R991X aa’ini kodlayan 330 bazlik dizi incelenmis ve

mutasyon tespit edilmemistir [158].

USH2A geni i¢in daha 6nce ABD’de yapilmis bir ¢galismada mutasyon tespit
edilmis P.G1301V aa’ini kodlayan 593 bazlik dizi incelenmis ve mutasyon tespit
edilmemistir [156].

MYQOT7A geni igin ise daha 6nce 2014 yilinda Cin’de yapilmis bir calismada
12.intronda,1343. baz sirasinda guanin yerine adenin gelmesi sonucu mis-sense
mutasyon izlendigi belirtilmistir [159]. Bizim ¢alismamizda da ayn1 bolgeyi i¢ine
alacak sekilde 354 bazlik bir dizi incelenmis 6 hastamizda heterozigot, 1 hastamizda

ise homozigot mutasyon tespit edilmistir.

Rong ve arkadaslar ¢alismalar1 sonucunda ayni aileden iki farkli hastada hem
1343. sirada guanin yerine adenin geldigini hem de 2837. sirada timin yerine guanin
geldigini ortaya koymus ve hastalarinda biallelik mutasyon oldugunu saptamislardir
158]. Bizim ¢alismamiz kapsaminda 2837. sira degerlendirilemedigi icin tespit
ettigimiz mutasyonlarin biallelik olup olmadig1 ortaya konamamistir. Ancak Rong ve
arkadaslarinin ¢alismasinda da bizim sonuglarimiza benzer bigimde bu mutasyona

sahip olan hastalarin kliniginin USH2 ile uyumlu oldugu ortaya konmustur.



Bu boélge intron olmasina karsin daha 6nce yapilmis ¢caligmalarda genomun
boliinme bolgelerinden oldugu ortaya konmus ve bu bolgede goriilen mutasyonlarin

da aminoasit sentezinde patolojiye sebep oldugu gosterilmistir [160-162].

MYOT7A genindeki mutasyonlarin 1995 yilinda ilk defa ortaya konmasinin
ardindan USH1 disinda USH3’iin atipik bir formunda, iki farli non-sendromik
sagirlikta ve Leber konjenital amaroziste etken olarak bu gendeki mutasyonlar
gosterilmistir [37, 163-166]. Bilinen bu fenotipik varyasonlara ek olarak USH2
hastalarinda daha 6nce sadece 2 hastada gdsterilmis olan MYO7A mutasyonu
calismamiz kapsaminda 7 hastada ortaya konmustur.

Tez ¢alismamizin giris kisminda detaylariyla bahsedildigi iizere hayvan
deneylerinde bulunan umut verici sonuglarin ardindan su an hali hazirda devam
etmekte olan ve 2021 yilinda sonuglarinin agiklanacagi soylenen Ushstat® gen tedavi
calismasinda MYO7A geninde mutasyonu olan hastalarin tedavi edilmesi
amaglanmaktadir. Bizim de mutasyon tespit ettigimiz 7 hastamizin éniimiizdeki
yillarda bulunabilecek olasi tedavilerden faydalanabilecek olma ihtimali bizim
acimizdan ¢alismamizda buldugumuz sonuglarin daha anlamli hale gelmesini
saglamigtir.

Fotoreseptor hiicrelerde sendrom dolayisiyla ortaya ¢ikan tahribatin geri
doniisiiniin saglanmasindansa heniiz hasar gormemis hiicrelerin korunmasi ¢ok daha
fazla 6nem arzetmektedir. Usher sendromu hastalariysa ¢ogunlukla dogumda isitme
kaybiyla bulgu verdigi i¢in gen tedavileri agisindan oldukc¢a avantajli durumdadar.
Eger dogustan sagirlik goriilen hastalarda detayli bir gen taramasi yapilabilirse
tarama sonucunda Usher sendromuyla uyumlu mutasyonlar izlenen hastalarin heniiz
fotoreseptor hiicrelerde fonksiyonel ve anatomik kayip baslamadan tedaviye
alinabilecek olmalar1 bu sendromun hasta ve dolayisiyla hasta yakinlarinda meydana
getirdigi dramatik tablolarin engellenebilmesi miimkiin olacaktir.

Heniiz ortaya konmus net bir tedavi olmadig1 i¢in mevcut hastalarimizin
palyatif tedavilerden faydalanabilmesi biiyiik 6nem arzetmektedir. Klinigimiz
binyesinde kurulan ergoterapi b6limimiz hastalarin yasam kalitelerini arttirmak
icin hem g6z hekimleriyle hem de psikiyatri klinigiyle korele bi¢imde hasta ve
yakinlarina hizmet vermektedir. Usher sendromu gibi hem gérmenin hem de

isitmenin tamamen kayboldugu bu dramatik tablo hi¢ kusku yok ki hasta



yakinlarinda da maddi ve manevi olarak biiyiik yikimlara sebep olmaktadir. Bu
baglamda hasta yakinlarinin da bilinglendirilmesi ve desteklenmesi oldukca
onemlidir.

Daha ¢ok sivil toplum kuruluslar1 biinyesinde verilen bu hizmetler malesef
yeterli degildir. Devlet destekli organizasyonlarin ivedilikle hayata gecirilmesi
yalnica Usher sendromu hastalar i¢in degil ciddi gérme kaybi olan tiim hastalarimiz
icin gereklidir. Hastane iginde g6z hekimlerinin, KBB hekimlerinin, psikiyatri
hekimlerinin, sosyal hizmet uzmanlarinin ve ergoterapistlerin korele ¢aligmasi
gerekliliginin yaninda bu hastalarin sosyal hayatlarinda yasadiklari sikintilarin ortaya
konmasi ve ¢oziim tiretilmesi i¢in hem devlet hem de sivil toplum kuruluslarinin
organize bicimde hizmet vermesi gerekmektedir.

Calismamiz lilkemizde bu sendromla ilgili bu kadar kapsamli bigimde
yapilmis ilk ¢aligsma olmasindan dolay1 degerli olmakla beraber belli alanlarda
yetersiz kalmistir. Oncelikle epidemiyolojik olarak sonuglarin net olarak ortaya
konmasi i¢in Usher sendromu hastalarinin takibinin yapildig: tilkemizdeki tiim
kliniklerle beraber ortak yiiriitiilecek bir ¢calisma yapilmasi gerekmektedir. Bunun
yaninda maddi kosullar sebebiyle yalnizca belirli mutasyonlarin taranabilmis olmasi
calismamizin en biiyiik eksigidir. Oniimiizdeki yillarda bu alanda yapilacak daha
kapsamli ¢aligmalar hastaligin kékeninin ortaya konmasi acisindan faydali olacaktir.

Sonug olarak diinyada yapilmis bir ¢ok calisma olmasina karsin iilkemizde
Usher sendromuyla ilgili hem Klinik olarak hem de molekiiler diizeyde yapilmus ilk
genis kapsamli ¢alisma oldugu i¢in bu tez ¢alismamizin oldukga 6nemli olduguna
inantyoruz. Calismamiz kapsaminda MYO7A geninde mutasyon tespit ettigimiz
hastalar klinik olarak USH1 ile degil de USH2 ile uyumlu bulunmustur. Bu
baglamda daha 6nce diinyada sadece 2 hastada tespit edilmis olan bu fenotipik
varyasyonun iilkemizde de goriildiigiinii ortaya koymasi agisindan diinya literatiiriine
saglayacagi katkidan dolay1 ve daha 6nemlisi MYO7A geninde mutasyon tespit
ettigimiz 7 hastanin 2021 yilinda sonuglanmasi planlanan Ushstat® gen calismasinin
basarili sonuglar vermesi halinde tedavi imkan1 bulabilecek olmasindan dolay1

calismamizin klinik olarak da olduk¢a 6nemli sonuglar ortaya koyduguna inaniyoruz.
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