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OZET:

Herediter retina distrofileri (HRD) klinik ve genetik a¢1-
dan cesitlilik gosteren retinanin dejeneratif hastaliklar gru-
budur. Bu hastaliklar gece gérme bozuklugu, renk gérme bo-
zuklugu, gérme alani kaybi ve total korlitkle sonuglanabilir.
Bu hastalik grubunda gelisimsel ve fonksiyonel agamada rol
alan 120den fazla gen mutasyonunun sorumlu olabilecegi
saptanmuigtir. Ayrica ayni aile icinde bile ayn1 gen icinde farkli
mutasyonlar olabilir ve bu mutasyonlar farkl: fenotiplere yol
agabilir. Bu durum hastaliklarla ilgili genetik gesitliligi daha
da karmagik hale getirmektedir. Hastaliklarla iligkili genlerin
retinal hiicre yapisinda, fototransdiiksiyonda gérme siklu-
sunda, fotoreseptor yapisinda bulunan proteinleri kodladig:
bilinmektedir. Son yillarda meydana gelen gelismeler genetik
patogenezin daha iyi anlagilmasina ve gen replasman ve gen
inaktivasyon tedavilerinin uygulanabilmesine yol a¢mustir.
Anatomik ve immunolojik o6zelliklerinden dolay1 goz, gen
tedavilerinin uygulanabilmesi igin uygun bir organdir. Gen
tedavisinin etkinligi ve giivenilirligi konusunda elde edilen
son gelismeler 15181nda, vektor aracili gen replasman tedavile-
ri oldukga yol katetmistir. Hayvan ¢alismalarinda umut verici
sonuglarin alinmasi klinik ¢alismalarin planlanmasina yol a¢-
mustir. ik klinik galigmalardan alinan cesaret verici sonuglar
viral vektorlerin insanlarda giivenli ve etkin bir sekilde uygu-
lanabilecegini gostermistir. Bu yazida retina hastaliklarinda
gen tedavisi konusundaki son gelismeler ve klinik ¢caligmala-
rin sonuglar1 gézden gegirilecektir.
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Gen tedavisi ile ilgili diigiinceler DNAnin kesfinden he-
men sonra baglar. Insanda gen tedavisi caligmalarinin gegmi-
si 1960-1970 yillarina dayanir. Ancak gen ekspresyonunun
¢ok iyi anlasilamamis olmasi ve gen uygulamasi i¢in uygun
yontemin bulunamamis olmasi nedeniyle ilk uygulamalar
basarisiz olmustur. Son 20 yilda degisik hastalik gruplarinda
1500den fazla gen tedavisi ile ilgili klinik ¢aligma baslatilmus-

tar, 1

Su anda 30/07/20 tarihi itibariyle clinicaltrials.gov site-
sinde kayitli retinal hastaliklarda gen tedavisini igeren 60 dan
fazla klinik ¢alisma vardir. Hedeflenen hastaliklar arasinda
Leber’in konjenital korlagii (LKK), retinitis pigmentosa (RP),
koroideremi, akromatopsi, yasa bagl makula dejenerasyonu
(YBMD) ve diyabetik retinopati (DR) gibi retina hastaliklar
bulunmaktadir. Genetik incelemelerdeki gelismelerle birlik-
te, gliniimiizde retinal hastaliklarla iliskisi bilinen 269 gen ve
300den fazla lokus bulunmaktadir (RetNet, https://sph.uth.
edu/retnet/sum-dis.htm; 30/07/2020).

Goz, gen tedavisi igin ideal bir organdir. Oncelikle kii-
giiktiir ve digarrya kapalidir. Gen tedavileri giiniimiizde vek-
torler (tastyicilar) aracilifiyla yapilmaktadir. Vektor olarak
¢ogunlukla Parvoviriis ailesinden olan Adeno-associated vi-
rus (AAV) tercih edilir. Goze yapilacak uygulamalar igin gok
kiigitk miktarda vektor yeterlidir, dolaysiyla vektore bagh
toksik etkiler de minimum olur. Ayrica goziin retina pigment
epiteli (RPE) hiicreleri arasindaki siki baglantilar ve kan-re-
tina bariyeri nedeniyle immun agidan ayricaligi mevcuttur.
Intraokuler ayricalikli mikrogevre nedeniyle, olusan immun
yanitlar lokal olarak inhibe edilir. Goziin bu ézellikleri vek-
toriin goz digina yayitlimini engeller ve vektore karg: sistemik
yanit gelisimi 6nlenmis olur. Bu durum sistemik yan etki
olusumu riskini oldukga azaltir. Retinal hiicreler post-mito-
tik hiicreler oldugu igin genler arasi etkilesim olmadan uzun
stireli gen ekspresyonu saglanabilir. Cok sayida retinal distro-
fi hayvan modelinin olmasi, preklinik ¢aligmalarla tedavinin
etkinligini degerlendirme siirecini hizlandirir. G6ziin yapisi,
tedavi siirecinin takibini kolaylastirir. Retinanin direk olarak
goriilityor olmasi, ayrica invivo degerlendirmeye imkan ta-
niyan tekniklerin var olmasi, gen tedavisinin etkinligini hem
hayvan modellerinde hem de insanda non invaziv olarak
degerlendirmemizi saglar. Ayrica distrofilerin bilateral ve si-
metrik olmasi bir goziin kontrol olarak kullanilmasina ve te-
davinin hastalik progresyonuna etkisinin degerlendirilmesi-
ne imkan verir. Cerrahi olarak goze yaklasimin kolay olmasi,
genetik materyalin goziin istenilen tabakasina ve hedeflenen
hiicre kitlesine ulastirilabilmesini miimkiin kilar. Intraoku-
ler kullanimda en sik kullanilan 2 yol vardir: Intravitreal ve
subretinal. Intravitreal enjeksiyonda tedavi edici ajan vitreusa
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dagilir ve 6n retina katlar1 ajana maruz kalir. Subretinal uygu-
lamada ise vektér RPE ile norosensoryel retina arasinda ve-
rilir ve bu uygulama sirasinda bleb denilen kiigiik, reversibl,
dekolman alanlari olugturulur. Intravitreal uygulanan ajanin
difiizyonu sinirlidir. Oncelikle vitreus, daha sonra internal li-
mitan membran (ILM) ve ig retina katlar1 difiizyonu engeller.
Dolayisiyla subretinal uygulama, hedeflenen hiicre gruplar
dis retina katlarinda oldugu i¢in daha etkili bir uygulama yo-
ludur. Cerrahi igslem sirasinda standart bir vitrektomi cerra-
hisi sonrasi, 39 ya da 41 gauge subretinal kaniil kullanilarak
vektor subretinal alana uygulanir. Enjeksiyon alani olarak
biiylik damarlardan uzak, vaskiiler arkin i¢i ya da disginda bir
saha secilir. Foveaya yakin bir alana da uygulama yapilabilir.
Tedavi ile ilgili komplikasyonlar daha ¢ok cerrahi ile ilgilidir.
Yapilan klinik ¢alismalarda vektor ile iligkili sistemik kompli-

kasyonlara rastlanmamugtir."'°

Gen tedavisinin en ¢ok calisildig1 hastalik grubu, he-
niiz etkin bir tedavisi olmayan herediter retina distrofileri-
dir (HRD). Nadir goriilen bu hastalik grubunun insidans:
1/3000dir. HRD iginde en sik goriileni RPdir. Bunun yanin-
da LKK, Stargardtin makula distrofisi (SMD) ve ¢ok daha
nadir goriilen diger retina distrofileri de bu grubun iginde
bulunurlar. Tiim HRD’leri diisiintildiigiinde 250 nin {izerin-
de etkilenmis genden bahsedilebilir. Ayni gen i¢inde farklh
mutasyonlar olabilir ve bu mutasyonlar farkl fenotiplere yol
acabilir. Bu durum hastaliklarla ilgili genetik gesitliligi daha
da karmagik hale getirmektedir. Son yillarda meydana gelen
gelismeler genetik patogenezin daha iyi anlasilmasina ve gen
tedavilerinin uygulanabilmesine yol agmugtir. *°

2-GEN TEDAViSINDE TEMEL YAKLASIMLAR

Gen tedavisi sirasinda hastaliga neden olan mutasyonu
diizeltmek i¢in degisik yaklasimlar kullanilabilir. 1. Gen rep-
lasmani ile endojen mutasyonlu gen ¢ikarilmadan bu genin
saglam bir kopyasi vektorler araciligiyla dokuya uygulanir.
Giintimiizde en ¢ok calisma yapilan yontem budur. 2. Gen
silencing (susturma) yonteminde ise mutasyonlu genin eks-
presyonu mRNAnin modifikasyonu ile inhibe edilir. 3. Gen
editing (diizenleme) ile de mutasyonlu genin mutasyonlu
parcasinda diizenleme yapilir. HRD’lere neden olan genle-
rin sayisinin ¢ok yiiksek oldugu disiiniiliirse mutasyondan
bagimsiz stratejilerin gelistirilmesi, yasayan hiicrelerin can-
liliginin arttirilmasi, retinal dejenerasyonun yavaslatilmasi
tedavide kullanilabilecek daha kolay alternatiflerdir. Mutas-
yon bagimli ya da bagimsiz, bagarili bir gen tedavisinde kilit
noktasi vektérlerdir. Vektorler non-viral ve viral olmak iizere
2 grupta incelenir. *'°

3-GEN TEDAViSINDE KULLANILAN VEKTORLER

3A-NON-ViRAL VEKTORLER

Non-viral vektérlerde DNA, ya tek bagina ya da diger
kimyasallarla kombine edilerek tasinir. Kimyasal madde
olarak lipozomlar, polimerler, nanopartikiiller (NP) kulla-
nilabilir. Elektroporlastirma ve iyontoforez gibi yontemlerle
de vektoriin retina i¢ine taginma ve uyum saglama islemleri
arttirilmaya ¢alisilir. Nonviral vektérler daha giivenli, immu-
nojenitesi diisiik, mutagenez riski diisiik, kapasitesi yiiksek
tastyicilardir.  Yiiksek kapasiteleri nedeniyle biiyiik genleri,
tim genomik DNAYy1, gen diizenleyici elementleri, intronik
sekanslar1 tagtyarak maksimum etkinlik saglayabilirler. An-
cak non-viral vektorlerin agmasi gereken bazi engeller mev-
cuttur. Bunlar 1) Ekstraselliiler DNA degradasyonu 2) Hiicre
membrani 3) Lizozom ya da endozom baglantili degradas-
yon 4) Sitoplazmik degradasyon enzimleri 5) Nukleus zaridir
(postmitotik retinal hiicrelerde gegilmesi olduk¢a zordur).
Gozin iginde bulunan fiziksel bariyerler [vitreus, eksternal
limitan membran (ELM), ILM vb] DNAnin hiicre igine ge-
¢isini zorlagtirir. Bazi fiziksel ve kimyasal islemler yardimry-
la DNAnin bu engelleri asmast igin ¢alisgilmaktadir. Fiziksel
metodlardan biri olan elektroporizasyon yonteminde hiicre
zarina elektriksel uyarilar verilerek zarin gecirgenligi arttiril-
maya ¢alisilir. Bu uygulama DNAnin subretinal uygulanmasi
sonrasi yapilir. Deneysel ¢alismalarda bu yontemle DNAnin
retinal ganglion hiicrelere (RGH) ve diger retina hiicrelerine
gecisi saglanabilmistir. Diger bir fiziksel metod olan iyonto-
forezde ise dokuya diisitk dozda elektriksel uyar1 verilerek
molekiillerin doku icinde hareket etmesi saglanir. Yine de-
neysel ¢alismalarda transpalpebral iyontoforezin uygulanan
ajanlarin etkinligini arttirdig1 ve giivenli oldugu belirtilmistir.
Literatiirde suprakoroidal penetran deneysel uygulamalar da
vardir.

Kimyasal yontem olarak da lipozomlar, polimerler,
NP’ler non-viral gen taginiminda kullanilmaktadir. Bu ajan-
lar bazen DNA ile kompleks olugturarak, bazen de reseptorler
araciligiyla hiicre membranindan gegisi kolaylastirirlar. Lipo-
zomlar yuvarlak vezikiiler yapida ampifilik lipit parcacikla-
rindan olusan, bioindirgenebilir molekiillerdir. RPE hiicre-
lerine gegis yapabilirler. Katyonik polimerler (polipleksler)
negatif yiiklit DNA ile yiiklenebilir ve intravitreal enjeksiyon
sonrast i¢ retinal hiicrelere gecis yapabilirler. Ancak subreti-
nal uygulama sonrast hem lipozomlarla hem de polipleksler-
le toksik etkiler gorilmiustiir. Solid lipid nanopartikiillerin
(SLN) de subretinal ve intravitreal uygulama sonras1 RPE ve
fotoreseptorlere gecis yapabildigi gosterilmistir. Konsantre
NP’ler tek DNA molekiilii ve pozitif yiiklii peptid molekiil-
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leri igerirler. Bu grupta en son ¢alisilan molekiiller ‘Peptides
for ocular delivery’ (POD) ve CK30PEG-NPdir. POD nano-
partikiillerinin subretinal enjeksiyon sonrasi RPE ve foto-
reseptorlere gecis yapabildigi gosterilmistir. CK30PEG-NP,
polietilen glikol (PEG) ile konsantre edilmis DNA molekiilii
igerir. Boyutu 25 nmden kii¢iik oldugundan nukleus porla-
rindan aktif transport olmadan gegebilir ayrica direk hiicre
ytizey reseptoriine baglanabilir. CK30PEG-NP goz i¢i uygu-
lamalarda inflamatuar reaksiyona neden olmadan retina igi-
ne gecis yapabilir. En 6nemli avantaji da 14 kb gibi ¢cok genis
bir tagima kapasitesine sahip olmasidir. Uygulamadan 1 yil
sonra hala etkinliginin korundugu gortlmistiir. Deneysel ¢a-
ligmalarda peripherin geni (PRPH2) ve ABCA4 geni tasiyan
CK30PEG-NP'nin farelerde subretinal uygulanmasi ile baga-
rili sonuglar bildirilmistir. Bu sonugclar non-viral vektorlerle
biiyiik genlerin bagarili bir sekilde retina i¢ine taginabildigini
gosteren ilk sonuclardir. '

3B- ADENO-ASSOCIATED ViRAL VEKTORLER

Adeno-associated virus (AAV), kiiciik (25 nm) zarfsiz,
lineer tek sarmalli DNA genomu (4.7 kb) iceren ikosahed-
ral bir virustiir. Parvoviriis ailesindendir. Adeno, herpes ya
da papillomavirus gibi yardime virtisler varliginda ¢ogaldi-
gindan bu adi almistir. AAV bazi avantajlari nedeniyle giinii-
miizde gen tedavisinde en ¢ok kullanilan vektordiir. Kiigiik-
tiir ve subretinal alanlara rahatlikla gegebilir. Immunojenitesi
diisiik ve giivenlidir. Uzun dénem ekspresyonu nedeniyle tek
uygulamada uzun siireli etkinlik gosterebilir. Cok sayida var-
yant1 ve her varyantin kendine 6zgii eksternal kapsid prote-
ini vardir. Varyantlar arasinda kapsid degisimi miimkindiir
bu da hibrid vektorlerin gelistirilmesine imkan tanimaktadir
(Orn: AAV2/8).

AAV uyum ozellikleri: Her AAV serotipinin uyum ka-
rakterleri farklidir. Her AAV kapsidi farkli reseptorlerle ve
farkli hedef hiicrelerle etkilesir. Hayvan modellerinde subre-
tinal uygulama sonucu RPE hiicrelerine uyum saglayip gecis
yapabilen serotipler AAV2/1, AAV2/4 ve AAV2/6 seklinde-
dir. RPE’ne ek olarak fotoreseptorlere en iyi uyum saglayan
vektor serotipleri ise AAV2/5, 2/7, 2/8 ve 2/9'dur. Intravitreal
uygulamalarda retinal hiicrelere en iyi gecis gosteren sero-
tipler AAV2/2, AAV2/6 ve AAV2/8dir. Vitreustan retinaya
geciste en 6nemli bariyer kalin ILMdir. ILM dejeneratif bir
nedenle ya da enzimatik bir islemle bozulursa vektor gegisi
daha fazla olabilir.

AAV’in vektor olarak kullaniminda 2 temel kisitlama
vardir. Birincisi retina iginde yavas eksprese olmasi, digeri
ise stnirli tagima kapasitesidir. {1k kisitlama self-complemen-
tary AAV (scAAV) (kendini tamamlayan AAV) kullanilarak

¢ozulmustiir. Bu vektorlerde tamamlayici sarmal bulunur
ve nukleusta ¢ift sarmalli AAV olusturabilir. Cift sarmalli
AAV’ler tek sarmallidan daha hizli etki gosterebilir. Deney-
sel calismalarda scAAV kullanimu ile 4 giin icinde retinada
etkinin ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Ancak ¢ift sarmalli geno-
mun boyutunun biraz daha biiyiik olmasi zaten sinirli olan
tasima kapasitesini daha da azaltmaktadir. AAV’lerin en bii-
yiik sorunu 4.7 kb ile sinirli tasima kapasitesidir. Bu nedenle
biyiikligi

5 kb1 gecen ABCA4, MYO7A, CEP290, USH1B gibi gen-
lerin tedavisi i¢in kullanilamamaktadir. Bu problemi ¢6zmek
i¢in bityiik genler iki parcaya boéliinerek 2 ayri vektore yiik-
lenmis ve hibrid dual-AAV olugturulmasi iizerine ¢aligilmis-
tir. Deneysel ¢alismalarda dual-AAV ile birlikte kullanilan
ABCA4 ve MYO7A tedavilerinde basarili sonuglar alinmstir.
Dual-AAV’iin retinaya uygulanmasi ile RPE ve foroteseptor-
lere yeterince gen aktarimi yapilabildigi gosterilmistir.

RPE hastaliklarinda AAV kullanimi: RPEne gen aktari-
mu fotoreseptorlerden daha kolay oldugu i¢in RPE kaynakli
hastaliklarda gen tedavisi daha bagarili sonuglar vermektedir.
Son yillarda mer-reseptor tirozin kinaz (MERTK) ve RPE65
genine yonelik calismalar buna en iyi 6rnektir. MERTK foto-
reseptor dis segmentlerinin RPE tarafindan fagosite edilme-
sinde gorev alan bir gendir. Eksikligi retinal dejenerasyona
yol acar. MERTK geni tastyan AAV2/2 ve AAV2/8 vektorleri
ile yapilan deneysel caligmalarda retinal anatomi ve fonksi-
yonun korunmasi agisindan bagarili sonuglar alinmis ve kli-
nik ¢alismalar baglatilmistir. Bu konuda en basarili olan gen
tedavisi RPE65 ile ilgilidir ve glintimiizde ticari bir tiriinii
mevcuttur. Bu konunun ayrintilarindan ilerleyen kisimlarda
bahsedilecektir.

Fotoreseptor hastaliklarinda AAV kullanimi: Daha etkin
vektorlerin elde edilmesi ile RP, LKK, koroideremi ve reti-
noskizis hastaliklarinda etken olan PDE6B, PRPH2, GNAT2,
CNGB3, GUCY2D, AIPL1, RPGRIPI1, RS1, CHM/REP1 gen-
lerine yonelik deneysel ¢aligmalar baglatilmistir. Bu ¢alisma-
larin bityiik bir kismi basarili olmus ve bazi genler i¢in klinik
calisma agamasina gecilmistir. Ileriki boliimlerde bunlardan
bahsedilecektir.

RGH hastaliklarinda AAV kullanimr: Leber’in herediter
optik noropatisi (LHON) mitokondride NADH-ubiquinone
oksidorediiktaz kompleksini (Kompleks I) kodlayan birkag
gende mutasyon sonucu olugur ve geng eriskinlerde RGH
kayb1 ve gérme kaybiyla sonuglanir. Olgularin yaklagik ya-
rist NADH dehidrogenazin 4. subiinitini (ND4) kodlayan
mitokondriyal gende mutasyonla olusur. AAV2/2-ND4 ve
AAV2/2-ND2 ile yapilan deneysel uygulamalarda mitokond-
riye yeterli gegisin gosterilmesi sonucu LHONnde gen teda-
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visine yonelik klinik ¢aligmalar baglatilmigtir NCT01267422,
NCT02064569).

AAV’in gen susturmada kullanilmasi: Bu konuda yapi-
lan ¢alismalarda heniiz bagarili sonuglar bildirilmemistir.

AAV’in mutasyondan bagimsiz kullanimi: Tiim genetik
bozukuklarda son nokta fororeseptor apopitozisi oldugu i¢in
hastalig1 durdurmak ya da yavaslatmak adina nérotrofik, an-
tiapopitotik, antioksidatif, antiinflamatuar molekiillerin ve
biiylime faktorlerinin kullanimi {izerinde ¢ok ¢alisiimistir.
Norotrofik bityiime faktorlerinin [Fibroblast derive growth
faktor (FGF), lens epiteli derive growth faktor (LEDGF), si-
lier derive norotrofik faktor (CNTF), brain derive norotro-
fik faktér (BDNF), glial derive nérotrofik faktér (GDNF),
pigment epitel derive faktor (PEDF), eritropoetin (EPO)]
AAV’lerle intraokuler uygulanmasi, genetik mutasyondan
bagimsiz olarak fotoreseptér kaybini yavaslatmistir. Ancak
bu ajanlarin fizyolojik sinirlar disinda ekspresyonu konusun-
da hala giivenirlilik agisindan kaygilar mevcuttur. CNTFiin
intraokuler kullanimi sonrasinda ERG amplitiidlerinin azal-
masi ¢aligmanin sonlandirilmasina neden olmustur. Bu alan-

daki ¢alismalar devam etmektedir. 2432

3C- RETROVIRAL — LENTiViRAL VEKTORLER

Retroviriisler 2 adet tek sarmalli RNA'ya sahip viriis ai-
lesidir. Bu ailede 7 kusak mevcuttur: alfaretrovirus, betaret-
rovirus, gammaretrovirus, deltaretrovirus, epsilonretrovirus,
lentivirus ve spumavirus. Retroviral vektorler arasindan sik-
likla lentivirtsler (LV) kullanilmigtir.

LV’ler zarfli retroviriislerdir. Pozitif tek sarmalli RNA
genomu igerirler ve hem boéliinen hem de boliinmeyen hiic-
releri etkilerler. Genomlarini hedef hiicrenin kromozomuna
entegre edebildikleri icin uzun siireli ekspresyon saglayabilir-
ler ve hiicre bolinse de genomlar1 kaybolmaz. Rekombinant
LV genomunda viral genlerin biiyiik bir kismi ¢ikarilabilece-
i icin, 8 kb’lik genis bir tagima kapasitesi olusturmak miim-
kiindiir. Intraokuler kullanimlari sonrasi immunolojik yaniti
tetiklemezler. Dezavantajlar1 ise mutasyona ugrama potansi-
yelleri, iiretim agamalarinin kompleks olmasi ve biiyiik bo-
yutlar1 (~80-100 nm) nedeniyle doku i¢cindeki dagilimlarinin
etkilenme ihtimalidir. Vektoriin doku i¢inde daha kolay da-
gilimini saglamak i¢in enzimatik yontemlerle interfotoresep-

tor matriksi zayiflatma konusunda ¢alismalar yapilmaktadir.
10,33-35

3D-ADENOVIRAL VEKTORLER

Adenoviriisler lineer ¢ift sarmalli DNAYya sahip bir aile-
dir. Bu ailenin A-F arasinda gruplanmis oldukea genis 50 adet

insan serotipi bulunmaktadir. Subgrup C i¢cinde bulunan A2
ve A5, gen tedavisinde kullanilan ve nononkojenik olan vi-
rislerdir. Adenoviriisler post-mitotik hiicreleri de etkilerler
bu nedenle 48 saat icinde etkinlik gosterirler. Ev sahibi hiic-
relerin hiicre sikliisiine girmezler, dolayisiyla hiicre 6liimiine
yol agmazlar. Ayrica viral DNA’1 ev sahibi hiicrelerin geno-
muna entegre olmadig: icin bu hiicrelerde mutageneze yol
a¢mazlar. Adenoviriis geni uyum sagladig1 hiicre icinde sta-
bildir. Ayrica kapasitesi de oldukea yiiksektir. Bu nedenlerle
gen tedavisinde daha ¢ok dikkat cekmektedir. Viral DNAnin
replikasyonda goérev yapan bolimii ¢ikarilarak viriis vektor
haline getirilir. Cikarilan béliimiin biiyiikligiine gore tagima
kapasitesi arttirilir. ' 37 kb kadar ulasabilen oldukga bii-
yiik bir tasima kapasitesine sahiptirler. Baska bir avantajlar:
da kolay iretilebilmeleridir. Ancak kapasite biiyiik olunca
vektor boyutu da biiyiik olmaktadir (~100 nm). Bu durum
doku i¢indeki dagilimini olumsuz etkilemektedir. Vektoriin
diger bir dezavantaji da immun reaksiyon olusturma potansi-
yelidir. Adenoviriis serotip 2 ve 5 in vektor olarak kullanildig:
RPE65, MERTK, PDE6B genleriyle ilgili deneysel ¢caligmalar-
da bagarili sonuglar bildirilmigtir. 1233

4-CRISPR/CAS 9 TEKNOLOJISI

Son yillarda genom-editing teknolojisi hizli bir ilerleme
kaydetmistir. Bu yontemde 6ncelikle mutasyonlu gen bol-
gesi belirlenir, niikleazlar yardimiyla bu boélgede DNA kesi-
lir, daha sonra da bélgenin biiyiikliigiine bagh olarak DNA
onarimi yapilir. Bu teknolojide DNAy1 kesmek i¢in siklikla 4
nitkleaz-bazli yontem kullanilir: zinc finger niikleaz (ZFN),
transcription activator like efektor niikleaz (TALEN), mega-
niikleaz ve clustered regularly interspaced short palindromic
repeat (CRISPR) ile buna baglantili CRISPR-associated pro-
tein 9 (Cas9) (CRISPR/Cas9) sistemi. ** Onceki teknolojilerde
hedef sasirma oranlar1 ¢ok yiiksek iken CRISPR/Cas9 sistemi
ile daha etkin ve giivenilir bir genom diizenleme yapilabil-
mekte, hedeften sasma daha az goriilmektedir. Son yillarda
gelistirilen yazilimlar ile hedef dis1 (off-target) etkilesim daha
nadir olmaktadir. Spy Cas9 inhibitor olarak da bilinen “an-
ti-CRISPR” protein AcrIIA4 yardimiyla hedef dis1 etki azalti-

labilmekte ve genin mutasyonlu alleli hedef alinabilmektedir.
40-42

CRISPR/Cas9 teknigi HRDde siklikla caligilmaktadir.
Bu teknikte 6ncelikle hastaliga neden olan mutasyonlu bolge
saptanir ve mutasyonlu DNA kesildikten sonra biiytikliigiine
gore DNA onarim metodu belirlenir. DNAdaki mutasyonlu
alanlarin onarmmi 3 metodla yapilir. A) Homology-direc-
ted repair (HDR): DNA sablonu olarak benzer (kardes) bir
kromatid parcast kullanilir. B) Nonhomologous-end joi-
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ning (NHE]): Bozuk DNAnin uglar1 benzer olmayan par-
calarla kapatilir. C) Microhomology-mediated end joining
(MME]J): DNA uglar1 benzer birka¢ nukleotid kullanarak bir
araya getirilir. Bozuk DNA parcalarinin hedeflenmesinde ve
kesilmesinde o bolgeye spesifik endoniikleazlarin kullanil-

mast ¢ok onemlidir. *

Bu amagla programlanabilir 4 temel niikleaz platformu
kullanilir: Meganiikleazlar, ZFN, TALEN, and CRISPR-asso-
ciated nuclease/Cas9 (CRISPR/ Cas9). ¥

CRISPR/ Cas9 sisteminin avantajlari:

(1) Bu sistemde kullanilan short guide RNA (sgRNA)nin
dizayni ve tiretimi diger sistemlerden daha kolay ve cabuktur.

(2) Bu yontemle daha spesifik bir sekilde genom diizen-
leme yapilabilir.

(3) CRISPR sistemi daha giiglii bir sistemdir. Ayni anda
farkli sgRNAlar kullanilarak ¢ok sayida gen ayni zamanda ve
daha giiclii bir sekilde diizenlenebilir. Bu nedenle poligenik
hastaliklarda kullanim i¢in daha uygun ve etkin bir sistem-
dir.44—46

Kaygilar ve Coziimleri:
Off target (Hedef dis1) etkiler:

CRISPR/Cas9 hedeflenen sekansi tanisa da, hedeflen-
meyen bazlarin kesilmesi ve istenmeyen gen kirilmalarinin
olmasi miimkiindiir. Bu kirilmalar timér supresor genleri
aktive edebilir. Klinik uygulamalara gecilmeden off-target
etkilerin azaltilmasi gerekir. Bu amagla hedef belirleyici bazi

araglar ve bazi yontemler gelistirilmektedir. 7*

CRISPR/Cas9 sisteminin retinal dejenerasyon hasta-
liklarinda kullanilmasi:

Tir kisitlamast olmadan CRISPR/Cas9 sistemi hayvan
modellerinde gen modifikasyonu i¢in kullanilabilir. Su ana
kadar RP, LKA, retinoblastoma ve katarakt hayvan modelle-
rinde kullanimi s6z konusu olmugtur. Fare ve ratlarda yapil-
mus basarili caligmalar vardr. >3

Sonug olarak, mevcut ¢aligmalar CRISPR/Cas9 sistemi-
nin retinal dejenerasyonlarda genom editing i¢in kullanilma-
sinin etkin ve giiclii bir tedavi secenegi olabilecegini goster-
mektedir. Halen ¢oziilmesi gereken zorluklar bulunmaktadir
ve bu nedenle klinik kullanima ge¢meden 6nce daha ¢ok sa-
yida ¢alismaya ihtiyag vardir. Ayrica CRISPR/Cas9 teknoloji-
sinin kok hiicre teknolojisiyle birlestirilmesi ile daha bagarili
sonuglar elde edilebilir.

5- GEN TEDAVISINiN UYGULANDIGI HASTALIKLAR

5A-LEBER’iN KONJENITAL KORLUGU VE RETINiTiS
PIGMENTOSA

Leber’in konjenital korliigii (LKK) nadir goriilen (1/50-
100 bin), ¢ok agir seyreden, konjenital RP formudur. Olgu-
larda fundus bulgularmin yaninda bozulmus sik refleksi,
elektroretinografi (ERG)de kayit almmamayacak derecede
belirgin azalma ve nistagmus mevcuttur. Gérme kayb:1 do-
gumla ya da hayatin ilk birka¢ yilinda baslar ve erken eris-
kinlik déneminde total korliikle sonuglanir. Giintimiize dek
LKK’ne neden olan 20 gen, 65 de mutasyon saptanmugtir. 5+
Bu genlerden sadece RPE’ye spesifik protein 65 kDa (RPE65)
genine yonelik bir tedavi mevcuttur. RPE65 geni, RPE hiic-
relerinde eksprese edilir ve all-trans retinil esterin 11-cis re-
tinale doniisimiinii saglayan izomerohidrolazi kodlar. 11-cis
retinal olmadan opsinler 15181 yakalayip elektriksel uyariya
¢eviremez. RPE65 mutasyonu gérme siklusunu bozarak, RPE
hiicrelerinde lipid damlaciklari i¢inde retinil ester birikimine,
lipofuksin graniillerinde artisa neden olur. Sonugta progresif
bir retinal dejenerasyon ve gérme kayb: meydana gelir.

RPE65 gen mutasyonu ile iligkili herediter retina hasta-
liklari, RP 20 (O-R gegisli RP) ve RP’nin en agir formu olan
LKK tip 2dir. RPE65 gen mutasyonu O-R RP’lerin %1-2’sin-
de, LKK olgularinin da %7-16’sinda gorilir. ***

Hastalarin tedaviye uygunlugunu anlamak i¢in 6ncelikle
genetik tani yapilmali ve retinal hastaligin RPE65 mutasyo-
nuna baglh oldugu gosterilmelidir. &

Genetik tedavi ile ilgili 6ncelikle preklinik ¢alismalar ya-
pilmis ve bagarili sonuglar alinmistir. RPE65 gen mutasyonu
olan farelerde bu geni tagiyan AAV vektor uygulamasi has-
taligin evresinden bagimsiz olarak RPE transdiiksiyonunu
arttirmistir. Enjekte edilen RPE65’in 7 ay sonra bile immu-
nohistokimyasal olarak saptanabildigi goriilmiistiir. Tedavi
edilen farelerde retina normal morfoloji gostermis, retinil
ester ve rodopsin seviyeleri normal olarak saptanmistir. Te-
daviden 2 ay sonra yapilan ERG’lerde retina fonksiyonlarinin
iyilestigi belirlenmistir.% 1-2 aylik RPE65 defektli farelerde ve
rd12 farelerde subretinal AAV2 ile paketlenmis RPE65 gen
uygulamasi retinanin korunmasina ve ERGde diizelmeye yol
acmustir.%

LKK2’li képeklerde tek enjeksiyonla gen tedavisinin etki-
li oldugu gérme fonksiyonunun diizeldigi gosterilmistir. En-
jeksiyondan 2 hafta sonra gérme iyilesmesi baslamis, 3 ayda
pik yapmis ve 7 yila dek devam etmistir.**” RPE65 defektli
tarkli képek modellerinde yapilan ¢alismalarda uzun vade-
de devam eden, gérme diizeylerinde ve ERG bulgularinda da
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iyilesmeye neden olan sonuglar elde edilmigtir.*”" Preklinik
kopek galigmalari giivenli sonuglar verse de gen tedavilerinin
olast doz bagimli retinal incelme gibi bir potansiyel yan etkisi
olabilmektedir. 7

Hayvan deneylerinde elde edilen cesaret verici sonuglar-
dan sonra 2008 yilinda RPE65-LKK Kklinik ¢alismalar1 bag-
lamustir. Yapilan klinik ¢aligmalarda AAV2-RPE65 gen rep-
lasman tedavisi toksisitesi olmayan, cerrahi ve immunolojik
olarak giivenli bir tedavi olarak bildirilmistir. Bu ¢aligmalarin
ayrintilarindan asagida bahsedilecektir.

RPE65 Geni ile ilgili Klinik Calismalar

Hayvan deneylerinde elde edilen cesaret verici sonuglar-
dan sonra 2008 yilinda RPE65 gen tedavisi ( voretigene ne-
parvovec: VN ) ile ilgili klinik ¢aligmalar1 baglatilmustir.

Faz Caligmalan

Bu hasta grubunda yapilan ¢aligmalarda sonuglar1 deger-
lendirmek i¢in gérme keskinligi, gorme alani yaninda FDA
tarafindan onaylanan multiluminance mobility test (MLMT)
ve full-field light sensitivity testi (FST) kullanilmustir.

MLMT farkli aydinlanma ortamlarinda hareket etme
yetenegini, FST ise 1518a duyarlilif1 degerlendiren testlerdir.
MLMT’nden kisa sekilde bahsetmek uygun olacaktir. Ha-
reket etme yetenegini etkileyen bilesenler gorme keskinligi,
gorme alani ve kontrast duyarliliktir. Gérme diizeyi diisiik
olan kisilerde hareket etme yetenegi, gorme keskinliginden
gok gorme alani ve kontrast duyarliliktan etkilenir. Gérme
alan1 70 derecenin altina diistiigiinde hareket etme yetenegi
de belirgin olarak bozulur. MLMT bir odada 9 farkli aydinlat-
ma seviyesi kullanilarak yapilir (1, 4, 10, 50, 100, 150, 200, 250
ve 400 liiks). Calismalar sirasinda birbirinden farkls, gercek
hayatta daha ¢ok kargilagilacak aydinlatma seviyeleri kulla-
nilmistir.

Oda i¢inde hasta icin degisik kontrastta cisimlerden ve
engellerden olusan labirent seklinde bir yiiriime rotas: olus-
turulmugtur. Test sirasinda temel amag hastanin bu yiiriime
rotasinda basarisiz ve basarili oldugu aydinlatma seviyeleri-
ni belirlemektir. Her kontrolde farkli bir aydinlatma seviye-
si kullanilarak test yapilir ve amaca ulagilmaya c¢aligilir. Test
yapilirken gozler ayri ayri test edilir ve testten dnce en az 40
dakika karanlik adaptasyonu yapilir. Test sirasinda sesli vi-
deo kaydi alinir. Hastaya test sirasinda sesli ipucu verilmez ve
temas edilerek yonlendirme yapilmaz. Hastanin hatasiz testi
tamamladig; siire de kaydedilir. Az goren hastalarda yapilan
bu ¢aligmalar, rutinde uyguladigimz yontemlerin bu hastalari

degerlendirme konusunda yeterli olmayacagini da gostermis-
tir. 73-75

RPE 65 geni ile ilgili ti¢ farkli grup tarafindan az sayida
olgu igeren faz 1 sonuglar1 yayimlanmigtir.”>7

Bainbridge ve ark. larinin yaptig faz I caligmada 3 olguya
subretinal rAAV 2/2- RPE65 uygulamasi yapilmistir. Olgu-
larin higbirinde ciddi yan etkiye rastlanmamuistir. Olgularin
3’inde de gérme keskinligi ve Goldmann perimetri ile baki-
lan gérme alani testlerinde klinik olarak anlaml bir iyilesme
olmamistir. ERG ile degerlendirilen retina yanitlarinda da
degisiklik kaydedilmemistir. 1 olguda mikroperimetride ve
karanlik adaptasyon perimetrisinde belirgin iyilesme goriil-
miis bu olgunun MLMT’nde de belirgin diizelmeler saptan-
migtir.

Hauswirth ve ark’nin 7 yaptig1 faz I caligmada 21-24 yas
araliginda 3 olguya tek goze subretinal 150 mikrolitre i¢in-
de 5.96 x 10 '° vektdr genomu (vg) uygulanmigtir. Olgularda
ciddi bir yan etkiye rastlanmamus, 1 olguda OKT'de foveal in-
celme gorilmiistiir. Gérme keskinligi ayn1 olmasina ragmen,
tim olgular gérme duyarliliklarinin arttigini ifade etmigler-
dir. Karanlik adapte FST testinde tiim olgularda tedavi edilen
gozlerde belirgin artis goriiliirken, kontrol gozlerde farklilik
bulunmamustir.

Maguire ve ark’nin yaptig1 diger faz I ¢alismaya yine 3
olgu dahil edilmis, tiim olgularda retinal fonksiyonlarda orta
dereceli iyilesme olurken 1 olguda, gérmeyi etkilemeyen
asemptomatik makuler hol gelisimi izlenmistir. 7

Faz I ¢alismalarda ilacin giivenli oldugunun gosterilmesi
tizerine Maguire ve ark. yaslar1 8 ile 44 yil arasinda degisen
12 hastada doz belirleme ¢aligmasini yaparak 3 farkli dozu
subretinal olarak kullanmistir. Dozlar diisiik (1-5x10" vg),
orta (4-8x10" vg) ve yiiksek (1-5x10" vg) olacak sekilde be-
lirlenmis ve olgular 2 yil takip edilmistir. Tiim olgularda hem
subjektif hem objektif ol¢iimlerde (karanlik adaptometri,
pupillometri, ERG, gérme alani, nistagmus ve hareket etme
yetenegi gibi) benzer iyilesmeler elde etmislerdir. Gorme ala-
nindaki artiglarin kurtarilabilir retina alani ile korele oldugu
belirtilmistir. Hi¢bir dozda inflamasyon bulgusu ve retinal
toksisite bulgusu goriilmemistir. 2 olguda PCR ile kanda dii-
siik diizeyde vektor saptanmus, gegici olarak sistemik maruzi-
yet olabilecegi vurgulanmistir. Daha sonraki ¢alismalarda en
yiiksek etkinligi saglamak igin doz olarak 0.3 mlde 1.5x10"
vg segilmistir. 7

Maguire ve ark)nin uzun dénem takip sonuglarini sun-
duklar1 galismada faz I ¢calisma grubundan 11 olgunun 4 yil,
faz IIT ¢aligma grubundan ise 29 olgunun 2 yillik takip sonug-
lar1 sunulmugstur. MLMT testinde baslangi¢c degerine kiyasla
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aydinlatma (litkks) degisim skoru faz 1 olgularda 1. yilda 2.6,
4. yilda 2.4 olarak bulunmustur. Ayni skor faz 3 olgularinda 1.
yilda ve 2. yilda 1.9 olarak bulunmustur. Tiim olgularda FST
testinde 151k hassasiyetinde 2 1og10 (cd.s/m2 ) ve lizerinde ar-
tis saptanmistir. Hicbir olguda virusa karsi immiin reaksiyon
goriilmemistir. Elde edilen verilerle tedavinin etkisinin uygu-
lamadan 30 giin sonra basladig1 ve 4 y1l siireyle korundugu
belirtilmistir. 77

5 olgunun 3 yillik takiplerini igeren bagka bir ¢aliymada
tiim olgularda gérme keskinliginde artis ve gorme alaninda
genisleme oldugu ve bu iyilesmelerin 3 yil siireyle korundugu
bildirilmistir. Takip boyunca herhangi bir yan etki olusma-
mustir. 8

Faz /Il ¢alismalarinda elde edilen bagarili sonuglardan
sonra 2012 yilinda Spark Therapeutics sponsorlugunda Faz
III ¢alismasi planlanmigstir. ABD'de 2 ayr1 merkezde yapilan,
randomize, kontrollii ¢alismaya 3 yas ve tzeri olgular dahil
edilmistir. Gorme keskinligi 20/60in altinda, gérme alanlari
20 derecenin altinda, biallelik RPE65 mutasyonu olan, yeterli
canli retinasi olan, testleri yapmakta problemi olmayan olgu-
lar ¢aligmaya dahil edilmistir. Cerrahi islem bilateral uygu-
lanmus, subretinal olarak 0-3 mL i¢inde 1-5x10" vg iceren VN
yapilmustir. 1 yillik takip sonunda MLMT skorundaki degi-
sim tedavi grubunda (1.8) kontrol grubundan (0.2) anlamh
sekilde yiiksek bulunmustur. Tedavi grubunda olgularin %
65'i MLMTde en diigiik aydinlatmada bile bagarili olmuslar-
dir. Tedavi sonrasinda ilk 1 ayda baslayan iyilesmeler 4 yilin
sonuna dek korunmustur.

Gorme keskinliginde tedavi grubunda ortalama 8.1 harf-
lik, kontrol grubunda ise 1.6 harflik artis saptanmis olmasina
karsin, degerler arasinda istatistiksel anlaml fark bulunma-
muigtir.

Olgularin ¢ogu Goldmann perimetri testini en kiigiik he-
defle (IT14e) yapmay1 basarmislardir. G6rme alaninda 6lgii-
len toplam derece miktar: tedavi grubunda 2 katina ¢ikarken,
kontrol grubunda azalmaya devam etmistir. Tedavi edilen ol-
gularda ayrica nistagmus sikliginda azalma, multifokal ERG
yanitlarinda artis ve mikroperimetride fiksasyon stabilitesin-
de artis saptanmistir. En iyi sonuglar retinal yanitlar: daha iyi
olan geng¢ hastalarda alinmstir.

Vektorle iliskili yan etkiler hafiftir ve goz i¢i basincr artigt
ve hafif inflamasyon seklindedir. Bunlar disinda vitrektomi
ile iligkili yan etkiler goriilebilir.”*° Tedavi grubunda FST tes-
tinde 151k hassasiyetinde ortalama 2 log10 (cd.s/m2) iyilesme
saptanirken kontrol grubunda hig degisiklik olmamistir.

VN ile ilgili ¢alismalarda gorme keskinliginde artiglar
saptansa da istatistiksel anlamlilik gostermemistir. Aslinda

artis olmasi da beklenmemektedir. Ciinkii gorme keskinligi
fovea ile ilgili bir 6l¢iimdiir ve kon yanitlarini i¢ermektedir.
Dolayisiyla rod hiicrelerine yonelik bir tedavide temel hedef
gorme keskinliginde artis1 saglamak degildir. Gorme kes-
kinliginde kisitli artis olmasinin bagka nedenleri de olabilir.
Ornegin verilen ilacin foveaya temas etmemesi, kon hiicrele-
rinin ¢ok saglikli olmamas: gibi.

Gen terapisi ile ilgili uzun donem etkileri tam bilinme-
mektedir. Jacobson ve ark. ®tedaviden sonra 5-6 yilin1 doldu-
ran 3 olgunun takip sonuglarini sunmuslardir. Takip siiresin-
ce gérmede artislar olmasina ragmen fotoreseptor kaybinin
devam edebilecegini goriilmistiir. Tedavi edilen retina alan-
larinda topografik haritalarla 6lgiilen retinal sensitivitedeki
artigin uzun dénemde devam ettigi ancak bir miktar daralma
gosterdigi belirtilmistir. Benzer bir sekilde Bainbridge ve ark.
nin ¢alismasinda ilk 1 y1l i¢inde iyilesme gosteren hastalarin
yarisinda 3. yil sonunda retinal sensitivite de azalma goriil-
miistiir.*! Ancak faz I ¢aliymasinin devaminda 3 yillik takibi
tamamlanan hastalarin halen gen ekspresyonunu devam et-
tirdikleri ve gérme siklusundaki onarimin devam ettigi be-
lirtilmigtir.”®

[lacin yan etki profilini degerlendirmek igin faz alig-
malarma dahil edilen toplam 41 olgunun 81 goziinden elde
edilen veriler incelendiginde, olgularin %66’s1, gozlerin
%57’sinde yan etkiye rastlandigi bu yan etkilerin VN enjek-
siyonu, cerrahi islem, kortikosteroid kullanimu ile ilgili oldu-
gu belirtilmistir. En gok goriilen yan etkiler cerrahi ile iligkili
konjonktival hiperemi, katarakt, goz i¢i basing artigi, retinal
yirtik, dellen, makula deligi, subretinal depositler, gozde enf-
lamasyon ve irritasyon ve makula yiizeyinde kirisiklik sek-
lindedir.

Ciddi okuler yan etki olarak 1 olguda foveal incelme, 1
olguda da steroidlere bagli glokom ve optik atrofi, 1 olguda
retina dekolmani goriilmiistiir. *

On yildan fazla siiren ¢aligmalarin sonucunda 2017 Ara-
lik ayinda ilk gen tedavisi ilac1 olan voretigene neparvovec-r-
zyl (VN) (Luxturna, Spark Therapeutics, Philadelphia, PA,
USA) Amerikada Food and Drug Administration (FDA) ta-
rafindan onaylanmistir. {lag homozigot (biallelik) RPE65 gen
mutasyonu ile iligkili herediter retina hastaliklarinda giinii-
miizde kullanilan tek farmakolojik ajan olup 2018 yilinda da
Avrupa Birligi tarafindan onaylanmustir. flag saglam RPE65
genini tasiyan modifiye AAV2 icermektedir. Omiir boyu tek
doz olarak uygulanan ilag, 1 yasindan biiyiik olan, canli reti-
nal hiicresi olan ve genetik olarak uygun olan tiim olgularda
onerilmektedir. Uygulama dozu vitrektomi sonrasinda subre-
tinal olarak tek goze 0.3 mL iginde 1.5 x 10" vg seklindedir.
Iki goziin cerrahisinin ayni giinde yapilmamasi, cerrahiler
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arasindaki zamanin 6 giinden uzun, 18 giinden kisa olmasi
tavsiye edilmektedir. Cerrahiden 3 giin once baslayarak 10
giin siireyle oral steroid kullanimi 6nerilmektedir. *

RP’da Farkli Genlere Yonelik Devam Eden Klinik

Calismalar:

RPE65 disinda en ok ¢aligma yapilan genler MERTK ve
RPGR genleridir.

MERTK geni (Insan reseptor tirozin kinaz MER) RP tip
38 de bulunan, RPEde fotoreseptor dis segment artiklarinin
temizlenmesinde rol alan, fagositik fonksiyon igin 6nemli bir
gendir. Hayvan ¢alismalarinda MERTK geni tagiyan AAV2
vektoriiniin subretinal uygulamasi ile fotoreseptor dejeneras-
yonunun engellendigi gosterilmis ve sonrasinda insanlar tize-
rinde klinik ¢alismalar baglatilmigtir. Faz I klinik ¢aligmada
6 olguya subretinal MERTK geni tagtyan rAAV2 verilmis ve
olgular 2 yil takip edilmistir. Herhangi bir komplikasyon go-
riilmemis, olgularin %50%si (3 olgu) ilk aydan itibaren gérme
keskinliginde iyilesme gostermis ancak bunlarin 2’si 2. yildan

Tablo 1: RP ile ilgili devam eden klinik gen tedavi calismalari

sonra eski gérme diizeylerine geri donmdstiir. Bu sonugta ka-
taraktinda etkisi oldugu diistintilmiustiir. %%

Son yillarda X gecisli RPde gen tedavisi konusunda da
gelismeler olmustur. Xe bagh RP olgularin %70’inde RPGT-
Paz Regulator geninde (RPGR) mutasyon saptanmustir. %
RPGR geni X kromozomu tizerindedir. Bu gen fotoreseptor
i¢ ve dis segmentlerini baglayan silyumda bulunur ve seg-
mentler arasinda protein transportunda rol alir. Cogunlukla
erkekler bu gen bozuklugundan etkilenir. Hayvan modelle-
rinde RPGR geni yiiklii AAV’nin subretinal uygulamasi son-
ras1 retinal dejenerasyonun durdugu gosterilmistir.*® Bunun
tizerine klinik ¢alismalar baglatilmistir. Nightstar Therapeuti-
cs tarafindan 2017 yilnda baglatilan faz I/II klinik ¢aligmada
(NCT03116113) subretinal verilen 3 farkli doz AAV-RPGR
uygulamasinin givenilirligi arastirilmakta ve 24 hastanin
12 ay takibi planlanmaktadir. Benzer sekilde MeiraGTx ve
AGTC tarafindan XL-RP olgularinda RPGR genini hedefle-
yen faz caligmalar1 devam etmektedir. Sonugclar1 heniiz ya-
yinlanmamustir. Bunlar disinda PDE6B, RLBP1 gibi genlere
yonelik klinik ¢caligmalar mevcuttur.

Hedef Hastalik Faz/ Durum | Hedef Vektor Uygulama Sponsor Klinik calisma No
Gen Yolu

LKK I-11 RPE65 AAV-RPE65 Subretinal MeiraGTx UKII Ltd NCT02781480

Aktif NCT02946879
(5 yil takip)

LKK -1l CEP290 QR-110 intravitreal ProQR Therapeutics | NCT03140969

Aktif (RNA antisens
oligontikleotid)

RP -1l RLBP1 CPK850 Subretinal Novartis NCT03374657
Henuz inaktif (rAAVS - hRLBP1) Pharmaceuticals

RP I-11 PDE6B AAV2/5-hPDE6B Subretinal Horama S.A. NCT03328130
Aktif

XLRP -1l RPGR AAV2/5hRKp.RPGR Subretinal MeiraGTx UK Il Ltd NCT0325284
Aktif

XLRP -1l RPGR rAAV2tYF-GRK1- Subretinal Applied Genetic NCT03316560
Aktif RPGR Technologies Corp.

XLRP I-11 RPGR AAV-RPGR Subretinal Nightstar NCT03116113
Aktif Therapeutics

ileri RP -1 RST-001 AAV2 -rodopsin2 Intravitreal Allergan NCT02556736
Aktif

Non Sendromik RP | I-I rAAV2.7m8-CAG Intravitreal GenSight Biologics | NCT03326336
Aktif

LKK: Leber’in konjenital kérltiga
RP: Retinitis pigmentosa
XLRP: X linked retinitis pigmentosa
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Tablo 1'de RP’ye yonelik clinical.trials.govida kayitls, de-
vam eden gen tedavi ¢calismalar1 goriilmektedir.

RPda gen tedavisi ile ilgili olduk¢a yol alinmis olmasi-
na ragmen birtakim kisitlamalar da mevcuttur. RP'da genetik
gecis paterni O-D, O-R, X-linked ve mitokondriyal olabil-
mektedir. Ayrica bu gecis paternleriyle iliskili cok sayida gen
mutasyonu varlig bilinmektedir. Ayni aile iginde, ayn1 genin
farkli mutasyonlar1 s6z konusu olabilmektedir. Bu durum
hastalikla ilgili degerlendirmeleri ve tedaviyi karmagik hale
getirmektedir.

5B-STARGARDT’IN MAKULA DiSTROFiSi

Stargardtin makula distrofisi (SMD) hem erigkinlerde
hem de ¢ocuklarda en sik goriilen herediter makula distrofi-
sidir. Prevalansi 1/8 bin ile 1/10 bin arasinda degismektedir.
O-R gegis gosterir. Hem klinik hem de genetik olarak olduk¢a
heterojendir. Olgularda her iki gézde santral gérme kaybx,
renkli gormede bozukluk, karanlik adaptasyonunda gecikme,
makulada atrofi ve arka kutupta RPE diizeyinde sar1 beyaz
lekelenmelerle seyreder. Hastalarda RPE iginde lipofuksin
grantlleri birikir ve lipofuksinin major floroforlarindan A2E
birikimi artar. A2E retina i¢in toksiktir. Zamanla retinal fonk-
siyonda yavas, progresif bir kayip olur. Olgular arasinda kli-
nik seyir agisindan belirgin degiskenlik olmasi fenotipi etki-
leyen genetik etkenler ve cevresel faktorlerin etkili oldugunu
gostermektedir. Heniiz etkin bir tedavisi olmasa da kok hiicre
ve gen tedavileri ile ilgili olumlu sonuglar bildirilmektedir. #

Hastalarin biiytik bir kisminda (yaklasik %80’inde)
ABCA4 mutasyonu mevcuttur. ABCA4 geni ABCR proteini-
ni kodlar. Bu protein ise fotoreseptor spesifik ATP-baglayici
kaset tastyicisidir. All- transretinaldehitin (RAL) diskten si-
toplazmaya taginmasini kolaylastirir. 8 ABCA4 mutasyonlari
degisik retinal hastaliklarla birlikte goriilebilir. ABCA4-/- fa-
relerde karanlik adaptasyonunun geciktigi, 1518a maruziyet
sonrast all-trans-RAL miktarinin artti$i, RPE icinde A2E
birikiminin arttig1 goriilmiistir. Ayrica farelerin fundusunda
atrofik bir gériiniim ve beyaz-sar1 birikintilerin varlig1 goriil-
mistiir. ¥ Bu fareler giiniimiizde deneysel amach kullanil-
maktadir.

SMD, monogenik tutulumu nedeniyle genetik tedavi i¢in
elverigli bir hastaliktir. Gen tedavisi i¢in en 6nemli kisitlama
ABCA4 geninin biytikltigiidiir. (6.8 kb) Ancak yapilan bazi

¢aligmalarda basarili sonuglar alinmigtir. %

Gen tedavilerinde en sik kullanilan vekt6r olan AAV’iin
maksimum kapasitesi yaklagik 4.7 kb civarindadir. Buna rag-
men ABCA4’t bolerek, AAV’in modifiye bir formu olan

serotip 5 yiiklemeye calisilmis ancak sonuglar bagarili olma-
migtir.”?*

Ancak dual vektorlerle yapilan ¢aligmalarda olumlu so-
nuglar alinmistir. Dual vektér DNAnin iki par¢aya boliniip
vektorlere yiiklenmesi ile yapilir. DNAnin ortak ¢akisan par-
calar1 uygulama sonrasinda birlesir. Bu yontemle ABCA4 ge-
ninin dual vektore yiiklemesi miimkiin olabilmigtir. ABCA4-
/- farelerde yapilan ¢aligmalarda uygulama sonrasi bisretinoid
dretiminin yeterli diizeyde azaltilabildigi gosterilmistir. Bu
caligma dual vektorlerin klinik kullanimi i¢in uygun olabile-
cegini gostermistir.

Kullanilan diger bir vektor, kapasitesi daha yiiksek olan
(8 kb) LV'tiir.>*” Kong ve ark. ABCA4-/- farelerde ABCA4
geni tasiyan lentiviral vektorleri subretinal olarak uygulamis-
lardir. °' Hayvanlar 1 y1l takip edilmis ve tedavi edilen goz-
lerde A2E birikiminin daha az oldugu, RPE hiicre toksisitesi-
nin azaldig1 retinal dejenerasyonun yavasladigi gorilmiistiir.
LV’lerin en biiyiik dezavantaji genom igine rastgele integre
olmasidir. Bunu ¢6zmeye yonelik ¢calismalar yapilmaktadir.

Daha 6nce de bahsedildigi gibi NP’lerin 20 kb biiytikliige
kadar DNA tagimasi miimkiindiir. Naash ve ark. SMD’li fare-
lere NP’leri kullanarak normal ABCA4 genini uygulamustir.
Bu uygulama gérmenin korunmasini saglamistir. %

Bu teknoloji kulanilarak ABCA4 DNAs1 NP’lerin igine
yerlestirilmistir. NP’leri iceren bagka bir ¢aligmada amino li-
pid ECO ve ABCA4 plasmid iceren ABCA4- farelerde subre-
tinal olarak uygulanmiglardir. Rodopsin promoter ilavesiyle
olusturulan ECO/pRHO-ABCA4 NP’leri fotoreseptorlerin
dis segmentlerinde ABCA4 ekspesyonunu saglamislardur.
Subretinal yerlestirilen bu NP’lerin gen ekspresyonunu 8 aylik
takip sonuna kadar korudugu belirlenmistir. A2E birikiminin
%35 azaldig1 saptanmustir. Ayrica ERG ile belirlenen karan-
lik adaptasyonunda belirgin diizelme, fundus lezyonlarinda
azalma goriillmistiir. Ayrica toksik etkiye rastlanmamistir. Bu
deneysel caligmadan elde edilen basarili sonuclar NP’lerin
bitytik genleri tasimada basarili olacagini gostermektedir.'”
Gelecekte bu konuda yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Hayvan c¢aligmalarindan elde edilen veriler sonucunda
LVe ytkli ABCA4 geni igeren StarGenTM™nin subretinal
olarak kullanildig: ilk klinik ¢aligmasi 2011 yilinda Ameri-
kada Portlandda Casey Eye Institute kliniginde baglatilmugtir.
SMDde saptanan ABCA4 gen mutasyonuna yonelik bu klinik
caligma halen devam etmektedir. (STGD1; NCT01367444)
(SAR422459 Gene Therapy Trial) . ' Caligmaya yaslar1 24 ile
66 arasinda degisen ve ABCA4 geninde en az bir kromozom-
da mutasyon saptanan 22 ileri evre SMD hastas:1 dahil edil-
mistir. Calismanin sonuglar1 heniiz yayinlanmamistir. Bunu
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takip eden ikinci klinik ¢alisma Fransada baglatilmigtir. Faz I/
IT agsamasinda olan bu ¢aligmalara 28 hasta dahil edilmis gii-
venilirlik, tolerabilite ve biyolojik aktivite agisindan inceleme
yapimistir. Sonuglar: beklenmektedir.

5C-YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU

YBMD, progresif seyreden, merkezi gérmeyi bozan, ile-
ri yag grubunda geri doéniisiimsiiz gorme kaybina yol agan,
dejeneratif makula hastaligidir. 2 grupta incelenir. 1:Kuru tip
(Nonneovaskiiler) 2: Yas tip (Neovaskiiler)

Neovaskiiler YBMDde (nYBMD) koroidal ya da retinal
damarlardan gelisen anormal vaskiilarizasyon s6z konusudur.
Olduk¢a kompleks bir olusum mekanizmasindan bahsedilse
de temelde proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasinda
dengenin bozulmasi s6z konusudur. VEGF’in bu mekaniz-
mada kilit rolii oynadig1 bilinmektedir. Gliniimiizdeki teda-
vinin ana unsuru anti- VEGF faktorlerdir. Ancak maliyetlerin
yiitksek olmasi ve sik tedavi ihtiyaci yeni tedavi arayislarinin
devam etmesine neden olmustur. Hipoksi varliginda retinal
noéronlardan, Miiller hiicreleri ve mikroglialardan VEGF sa-
linim1 artar. Bunun yaninda plasental growth faktor (PIGF),
platelet- derive growth faktor (PDGEF-P), angiopoietin-1
(Angl) and angiopoietin-2 (Ang2) gibi faktorler de neovas-
kiilarizasyon gelisiminde etkili olur. VEGF reseptérlerinden
VEGEFR1 (FLT1) and VEGFR2 (FLK1/KDR) endotelyal hiic-
reler ile noronlarda eksprese edilir ve hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve vaskiiler gecirgenlik artisindan sorumludur.
VEGF-A2 nin bu reseptérlere affinitesi yiiksektir. nYBMDde
gen tedavileri ya direk olarak ya da reseptorleri yoluyla VE-
GF’i hedef alir.

YBMD’li hasta grubu diger gen tedavi gruplarindan daha
ileri yastadur. Ileri yas, tedaviye immun yanitin daha az gelis-
mesine neden olabilir. Ancak yasli olgular altta yatan diger
hastaliklarin fazla olmasi nedeniyle yan etkilere daha agik
olabilir ve immiin supresif tedaviden daha ¢ok etkilenebilir.'®
YBMD'lu olgularda gen tedavileriyle ilgili calismalar asagida-
ki sekildedir.

Pigment Epitel Derive Faktor:

Farelerde pigment epitel derive faktor (PEDF) yiikli
AAV5’in (AAGVPEDE11D) intravitreal uygulanmasi KNV

104 Bynun tizerine faz I doz belirle-

gelisimini inhibe etmistir.
me ¢alismasi planlanmus, intravitreal AAPEDF uygulanan bu
¢alisma nYBMD’na yonelik ilk klinik gen tedavi ¢aligmasi ol-
mugstur. (NCT00109499). Takip sonunda olgularin %25’inde
keratik presipitat, on kamarada flare gibi orta dereceli infla-

masyon bulgular1 goriilmiis ancak genel olarak tedavi iyi to-

lere edilmistir. ' Kontrol grubu olmayan ¢aligmada yiiksek
doz AdPEDF alan olgularda daha diisiik doz alanlara kiyasla
neovaskiilarizasyon boyutunda kiiglilme ya da stablizasyon
daha yiiksek oranda goriilmiistiir. Ve doz bagimli bir etkiden
bahsedilmistir.

sFLT-1

sFLT-1 VEGF-Anin en etkili inhibitérlerinden biridir.
Lions Eye Institute ve Adverum Bioteknolojileri isbirligiyle
bu molekiile yonelik faz I/II, randomize, kontrollii, klinik
¢aligma tamamlanmigtir. Caligmada 65 yas tzeri, gormesi
3/60-6/24 arasinda olan olgular 3 gruba ayrilmistir. Ilk gruba
(3 olgu) 1 x 10" rAAV.sFLT-1 vg (diigiik doz), 2. gruba (3
olgu) 1 x 10" rAAV.SFLT-1 vg (yiiksek doz) ajan verilmis,
son grup ise (2 olgu) kontrol grubu olarak belirlenmistir. Bu
calismada tek doz subretinal uygulama yapilmistir (AVA-
101) (NCT01494805). Tiim olgulara baslangicta, 4 hafta son-
ra ve daha sonra ihtiya¢ olduk¢a kurtarma tedavisi olarak
intravitreal ranibizumab uygulanmistir. Subretinal enjeksi-
yon sonrasi ilaca bagl yan etki goriilmemis, cerrahi isleme
bagli olarak ortaya ¢ikan yan etkiler (subkonjonktival hemo-
raji, subretinal hemoraji, 6n kamarada hafif reaksiyon gibi)
hafif ve gecici olmugtur. Korioretinal atrofi olusmamis, 6
olgunun 4’tine (%67) hi¢ kurtarma enjeksiyonu yapilmamus,
2 olguda ise tek doz enjeksiyon gerekmistir. % AVA-101’in
giivenli oldugu belirlenince ¢aliyma genisletilerek olgu sayist
32’ye gikarilmistir. 24 olguya 1X10"'vg rAAV.SFLT-1 (yiiksek
doz) subretinal verilmis. 13 olgu kontrol olarak degerlendiril-
mistir. Caligmada ciddi bir yan etkiye rastlanmamaig; caligma
grubunda 2, kontrol grubunda 4 ranibizumab enjeksiyonu
yapimigtir. Gorme keskinliginde istatistiksel anlamli artig
saptanmasa da tedavinin giivenli oldugu ve iyi tolore edildigi

gosterilmistir. 7

Bu sonug sonraki ¢alismalara yon vermistir. Sanofi Gen-
zyme tarafindan sponsorlugu yapilan bagka bir doz belirleme
¢alismasinda tek doz intravitreal AAV2- sFLT-1 enjeksiyo-
nu sonrasi giivenilirlik ¢aligilmistir (NCT01024998). Yaslar1
50’nin tizerinde, gérme keskinlikleri 20/100den daha diisiik
olan 19 hasta, 4 ayr1 doz grubuna boliinerek olgular 52 haf-
ta takip edilmistir. Olgularin 2’sinde makuler sivida belirgin
azalma (128 ve 443 mikron) saptanmustir. Gorme keskinlik-
leri altta yatan skar dokusu nedeniyle sinirl artis gostermistir.
Genel olarak intravitreal enjeksiyon iyi tolore edilmistir. Sa-
dece yiiksek doz alan (2x10' vg) bir olguda gegici intraokuler
inflamasyon saptanmustir. 2 olguda retinal hemoraji, 1 olguda
retinal yirtik saptanmigtir. Bu bulgularin genetik tirtinle de-
gil, cerrahi islemle ilgili oldugu belirtilmistir. Yiiksek doz alan

10 olgudan 5’inde serumda anti-AAV2 saptanmamugtir. '
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intravitreal Aflibercept (ADVM-022)

Viral vektore yiiklenmis aflibercept hayvan deneylerinde
etkili bulunmus ve iyi tolore edilmistir. ' Bu nedenle Adve-
rum Bioteknoloji faz I, doz belirleme ¢alismalarini baglatmig
(NCT03748784), olgulara tek doz intravitreal ADVM-022
(AAV2.7m8- aflibercept) uygulamasi yapilmustir. 34 haftalik
takiplerde 6 hastada bu gen {iriiniiniin iyi tolere edildigi ve
herhangi bir ciddi yan etkiye yol agmadig1 saptanmustir. Ha-
fif diizeyde intraokiiler inflamasyon bulgularina rastlanmus,
bunlar da topikal steroidlerle diizelmistir. Retinit, vaskiilit,
koroidit goriilmemis, santral makula kalinligindaki diizelme
34 haftanin sonuna kadar korunmus, kurtarma enjeksiyo-
nuna gerek kalmamigtir. 44 haftalik takiplerin sonunda hala
kurtarma enjeksiyonu gerekmemis ve elde edilen anatomik
ve fonksiyonel iyilesmeler korunmustur. Bir olguda spontan
psodofakik retina dekolmani gelismis bu komplikasyonun
irlinle iligkili olmadig1 belirtilmistir. Caligma halen devam

etmekte 2022'de tamamlanmasi éngoriilmektedir. '

Ranibizumab-benzeri molekiil RGX-314

Bu diriin ranibizumab ile iligkili solubl anti-VEGF prote-
ini tagtyan AAVS8 vektorii igerir. Regenxbio faz I/II doz belir-
leme ve giivenilirlik ¢caligmasin yiiriitmektedir. Bu ¢aliymada
subretinal RGX-314 daha 6nce herhangi bir anti-VEGF ile
tedavi edilmis olgularda kullanilacaktir (NCT03066258). 42
olgu 5 gruba ayrilmis ve 5 farkli doz uygulamas: planlanmis-
tir. Caligma halen devam etmektedir. Ik sonuglar1 oldukca
umut vericidir. Ik yaymlanan sonuglara gére 11 olgunun
&inde (%73) gorme keskinligi artmis, retina kalinlig1 azalmis
ve 6 ay siireyle anti-VEGF ihtiyac1 olmamustir. ' RGX-314
uygulamasindan 1.5 yil sonra takipte olan 6 olgudan 3’tinde
(%50) anti-VEGF ihtiyac1 olmamustir. Uriin her dozda ¢ok iyi
tolore edilmis, inflamasyon goriilmemistir. Regenxbio 2020
yili icinde nYBMD ve diabetik retinopati (DR) olgularinda

suprakoroidal uygulama icin bir ¢alisma planlamaktadir. "*

115

Angiostatin ve endostatin

RetinoStat, angiostatin ve endostatin eksprese eden bir
lentiviral vektordiir. Hayvan modellerindeki uygulamalarda
gtivenli oldugu ve yeterli ekspresyon yapabildigi goriilmiistiir.
16 Faz I doz belirleme ¢alismasina 21 olgu dahil edilmigtir.
Sadece 1 olguda makuler hole goriillmiistiir. Subretinal Re-
tinoStat enjeksiyonu giivenli bulunmus ve iyi tolore edilmis-
tir. Ayrica gen ekspresyonunu etkin bir sekilde yapabilmistir.
(NCT01301443). Uzun dénem etkisini gorebilmek i¢in yapi-
lan ¢aligma devam etmektedir (NCT01678872). "7

Kompleman kaskadi

Hemera Biosciences son zamanlarda intravitreal AAV-
CAGsCD59 kullanildigit hem nYBMD hem de kuru tip
YBMD i¢in 2 farkli faz I ¢aligmasi baglatmistir (NCT 03585556
ve NCT03144999). Bu molekiil membran atak kompleksini
(MAK) olusturan son basamak olan kompleman aktivas-
yonunu hedeflemektedir. AAV- CD59, laser ile indiiklenen
KNVida subretinal uygulanmis ve %60 oraninda gerileme
saglamugtir. 1814

Tie-2 tirozin kinaz reseptorii

Tie-2 tirozin kinaz reseptorii endotelyal hiicrelerde bu-
lunan potansiyel bir hedeftir. Angiopoietin (Angpt)-Tie2
sistemi vaskiiler hemostazda 6nemli rol alir. Hayvan model-
lerinde intravitreal Ang-1 kullanim: VEGF-trap gibi rol oy-
nayarak KNV olusumunu engellemistir. Bu konudaki ¢alis-

malar devam etmektedir.'?

Gen Susturma (Silencing)

Small RNA interference (siRNA-bevasiranib) kullanila-
rak yapilan hayvan ¢alismalarinda VEGF ekspresyonunun
suprese oldugu goriilmiistiir.'" Insanlarda yapilmis Faz I ga-
ligmada (NCT00363714) yas ortalamasi 82 olan, aktif KNV’u
olan 26 hastanin 26 goziinde tek doz farkli dozlarda (100,
200, 400, 800, 1200, veya 1600 mikrogram) bevasiranib uygu-
lamasi yapilmistir. Tim dozlar iyi tolore edilmis, doza bagli
toksisite goriilmemistir. Yan etkiler hafif ve orta diizeylidir.
Ortalama makula kalinliginda en iyi azalma 100 ve 200 mik-
rogram dozlarda olmustur.'”> Ancak insanlarda yapilan intra-
vitreal siRNA-bevasiranib (NCT00499590) faz I1I ¢alismasi,
60 haftay: tamamlayan hasta oran: hedeflenen oranin altinda
kaldigindan takip eden bagimsiz komite tarafindan durdu-

rulmugtur.'®

Ozet olarak, YBMD patogenezinde pek ¢ok yolagin oldu-
gu kompleks bir hastaliktir. YBMD ile ilgili gen tedavisinin
temel hedefi VEGF molekiilii olacaktir. Tablo 2de nYBMD’ye
yonelik gen tedavisi ile ilgili klinik ¢alismalar gériilmektedir.

5D-KOROIDEREMi

Koroideremi Xe bagli gecis gosteren erkeklerde ortaya
¢ikan, progresif retinal dejenerasyonla seyreden 50 binde
bir goriilen bir retina hastaligidir. Etkilenen erkek bireyler-
de gece gérmede azalma, periferal gérme kaybi ve 6. dekatta
total gorme kaybu ile seyreder. Fundus bulgusu olarak sent-
ripedal olarak ilerleyen RPE, koroid ve fotoreseptor atrofisi
izlenir. Bu hastalikta %94 oraninda koroideremi (CHM)
geninde mutasyon saptanmuistir. CHM geni Rab escort pro-
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Tablo 2: nYBMD'ye yonelik gen tedavisi ile ilgili klinik calismalar

Kayit no Eksprese Vektor | Faz Verilis yolu | Durumu Sponsor Yer Hasta
ettigi gen sayisi
NCT00109499 PEDF AAV5 I Intravitreal | Tamamlanmis | GenVec ABD 28
NCT01494805 sFLTO1 AAV2 I/ Subretinal | Tamamlanmis | Lions Eye Australia 40
Institute, Adverum
Biotechnologies
NCT03748784 Aflibercept AAV2 : Intravitreal | Devam ediyor | Adverum ABD 30
Biotechnologies
NCT01024998 | sFLTO1 AAV2 I Intravitreal | Tamamlanmis | Sanofi Genzyme ABD 19
NCT03066258 Anti- VEGF Fab | AAV8 I/lla Subretinal | Devam Ediyor | Regenxbio ABD 42
NCT01301443 Endostatin ve | EIAV I Subretinal | Tamamlanmis | Oxford BioMedica | ABD 21
angiostatin
NCT03585556 | sCD59 AAV2 I Intravitreal | Devam ediyor | Hemera ABD 25
Biosciences

AAV, adeno- associated viral vektor; EIAV, equine infeksiydz anemi lentiviral vektdr; nYBMD, neovaskiiler yasa bagh makula dejenerasyonu

tein-1 (REP1) proteinini kodlar. REP1 proteini Rab GTPaz
enziminin diizenlenmesinde retinada ve RPEde vezikiil ta-
sinmasinda kilit rol aynar. '* Preklinik calismalarda 5% elde
edilen cesaret verici sonuglar sonrasinda planlanan bir klinik
caligmada saglam CHM geni vektor ile (AAV-REP1) subreti-
nal alana enjekte edilmistir. 2014 yilinda, Ingilterede baslati-
lan Faz I/II ¢alismanin (Gene Therapy for Blindness Caused
by Choroideremia, clinicaltrials.gov ID: NCT01461213) 6
aylik sonuglar1 yayinlanmistir. Bu ¢aligmada AAV serotip 2
kullanilmistir. 6 olgunun 2’ sinde erken dénemde gérme ar-
tis1 elde edilmis (21 harf ve 11 harf olmak tizere) ve bu artig
tedaviden 3.5 y1l sonra da devam etmigtir. Kalan 4 olguda da
1-3 harf aras1 iyilesme olmustur. Tiim olgular degerlendiril-
diginde ortalama gorme artis1 3.8 harf diizeyindedir. 3.5 yil
sonunda tedavi edilen gozlerde gérme artisinin korundugu
goriilmiistiir. Tedavi edilen tiim gozlerde mikroperimetride
hassasiyet ortalama 2.3 dB yiikselmistir. Retinal hassasiyet-
te arti her mm?® alana uygulanan vektor dozuyla koreledir.
Tedavi edilmeyen kontrol gozlerde ise ortalama hassasiyette
istatistiksel anlamli azalmalar saptanmigtir (ortalama -1-6
dB). Vektoriin fovea digina uygulandigi bir olguda uygulanan
alanda ekzantrik fiksasyon gelismistir. 2512

Almanyada yapilan faz II klinik ¢aliyma tek merkezli
randomize bir ¢aligmadir (NCT02671539) THOR (Tibin-
gen Choroideremia Gene Therapy). 6 erkek olguya (51-60
yas araliginda ) vitrektomi sonrasi tek doz 0.1 ml subretinal
10" vg AAV2-REP1 uygulamasi yapilmis ve 12 aylik sonugla-
r1 sunulmustur. 6 olgunun 4 iinde gérme keskinliginde artis
saptanmustir. Baglangictaki ortalama goérme keskinligi 60.3
harf iken, takip sonunda 69.3 harfe yiikselmistir (1 ile 24 harf
arasi artis olmustur). Olgularin 1’i 17 harf kazanirken birinde

14 harf kayip gelismistir. Retinal sensitivitede 2.3 dB artis sap-
tanmustir. Yan etkilerin vektore degil cerrahi prosediire bagl
oldugu belirtilmistir.

24 aylik takip sonunda ortalama gérme artisinin 3.7 harf
oldugu, retinal hassasiyette artisin da tedavi edilen goézlerde
10.3 dB, kontrol gozlerde de 9.7 dB oldugu belirlenmistir. Yan
etkiler konjonktival hiperemi, yabanci cisim hissi gibi hafif
diizeyde yan etkiler olup cerrahi prosediirle iligkili olduklar:
bildirilmigtir. 130131

ABDde yapilan Faz II klinik ¢alismada yine 6 erkek ol-
guya (32-72 yas arast) 0.1 ml i¢inde 10" AAV2-REP1 vgu
subfoveal olarak uygulanmistir. Baglangictaki ortalama gor-
me keskinligi tedavi edilen gozlerde 65.3+8.8 harf, kontrol
gozlerde 77.0+4.2dir. 2 yillik takip sonunda 1 olguda 10 harf,
diger olguda 5 harf iyilesme olmustur. Diger gozlerde kaza-
nim 2 harf olmustur. Tedavi edilen gozlerde baslangictaki
mikroperimetrideki hassasiyet olduk¢a diisiiktiir (1.2+2.1
dB) ve tedavi sonrasinda anlamli degisiklik olmamuistir. Ciddi
yan etki higbir olguda olugsmamustir. 2 olguda makula disinda
retinal incelme olan alanda tedavi sonrasinda makuler hole
geligmistir. Bu calismada intraoperatif OKT kullaniminin is-
tenmeyen makula degisikliklerinden ve makuler hole gelisi-
minden koruyacagi vurgulanmistir. Bir olguda daha 6nceden
var olan kataraktin kétiilestigi goriillmiis ve gen tedavisinden
6 ay sonra katarakt cerrahisi yapilmigtir. '

Kanadada yapilan faz I caligmada 30-42 yaslar1 arasin-
da 6 erkek olguya, daha az goren goze 0.1 mlde tek doz 10"
vg rAAV2-REP1 subfoveal olarak uygulanmistir. Olgular 2
yil takip edilmis, 1 olguda 8 harf, 1 olguda 15 harften fazla
gorme artis1 olmugtur. Mikroperimetride anlaml artis bulun-
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Tablo 3: Koroideremide gen tedavisi ile ilgili klinik calismalar
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Kayit no Faz Yer Hasta Sayis1 | Vektor Baslama tarihi
NCT01461213 171 ingiltere 14 rAAV2.REP1 2011
NCT02341807 /11 ABD 15 rAAV2.hCHM 2015
NCT02077361 171 Kanada 6 rAAV2.REP1 2015
NCT02553135 /11 ABD 6 rAAV2.REP1 2015
NCT02671539 171 Almanya 6 rAAV2.REP1 2016
NCT02407678 Il ingiltere 30 rAAV2.REP1 2016

mazken, otofloresans ile yapilan korunmusg RPE alani 6l¢iim-
lerinde hem tedavi edilen hem de tedavi edilmeyen gozlerde
benzer sekilde kiigiilme olmustur. Bir olguda ciddi yan etki
gelismis, lokalize intraretinal immun yanit geliserek gorme
fonksiyonunda belirgin kayip ve OKTde dis retinal katlarda
kay1p saptanmugtir. 13

Onceki klinik caligmalardan elde edilen verilere da-
yanarak 2015 yilinda Ingilterede Faz II REGENERATE
(REP1 Gene Replacement Therapy for Choroideremia)
(NTC01461213) caligmast baglatilmistir. Randomize calisg-
mada tek doz 10" vg kullanilmis ve erken dénemdeki gor-
me diizeyleri iyi olgular dahil edilmistir. Spark Therapeutics
Inc. (Philadelphia, ABD) firmasi da 2015 yilinda ayni vektorii
kullanarak benzer bir ¢alisma baslatmigtir. (NCT02341807).
Bu ¢alismalarin sonuglar1 halen beklenmektedir. (Tablo 3)

5E-AKROMATOPSi:

Akromatopsi O-R gegisli olup goériilme orani 1/30 bin-
dir. Bu hastalarda ileri diizeyde giindiiz gorme bozuklugu,
azalmig gorme keskinligi, fotofobi, nistagmus ve renk ayirt
etmede giigliikler saptanir. Kon fotoreseptérlerinde degisken
diizeylerde dejenerasyon mevcuttur. Giiniimiize dek 6 gende
mutasyon saptanmustir (ATF6, CNGA3, CNGB3, GNAT?2,
PDE6C ve PDE6H). Hastalarin %80’inde CNGA3 ve CNGB3
genlerinde mutasyon goriiliir. Bu genler kon fotoreseptorle-
rinin dis segmentlerinde bulunan kanallarin siklik nukleotid
kapilarmin  (cyclic nucleotide-gated) (CNG) iki subiniti-
ni kodlar. Kon kanallar1 heterotetramerik yapidadir, 3 adet
CNGA3 ve 1 adet CNGB3 subiinitinden olusur. CNG kanal-
lar fototransdiiksiyon kaskadinin énemli bir komponentidir
ve 151kla uyarilan degisikliklerin yonetiminde rol alir.

Karanlikta ¢cGMPnin CNG kanallarina baglanmasi ile
kanallar agilir ve kon hiicreleri depolarize olur. Istkta cGMP,
kon fosfodiesteraz enzimi (PDE) ile hidrolize edilir, CNG
kanallar1 kapanir ve kon hiperpolarize olur. Bu hiperpolari-
zasyon sinaptik terminalden glutamat norotransmitter sali-
nimini azaltir ve gérme sinyalinin diger hiicrelere iletimini
tetikler. '** Glintimiize dek CNGA3’te 100den, CNGB3 ‘te de

50den fazla mutasyon saptanmisti. CNGB3 mutasyonlari
Avrupa ve ABDde daha sik goriiliirken CNGA3 mutasyonla-
r1 Orta Asya ve Cinde daha sik goriliir. Akromatopsi ile ilgili
ATF6 digindaki diger gen mutasyonlar1 da kon fototransdiik-
siyon kaskad ile iligkilidir. 3+

Preklinik gen tedavi calismalan:

Hayvan calismalarinda CNGA3, CNGB3 ve GNAT2
genleri i¢in rAAV-bazli gen tedavileri denenmis ve basarili
sonuglar alimmisti. Hayvan ¢aligmalarinda elde edilen ve
ERG ile gosterilebilen kon fonksiyonundaki iyilesmenin 3 yil

stireyle korundugu tespit edilmigtir. ¢!

Akromatopside gen tedavisi icin yapilan klinik
caligmalar:

Akromatopside OKT ve adaptif optiks ile yapilan klinik
¢alismalar ve hayvan modelleri kon dejenerasyonunun iler-
leyici oldugunu gostermektedir. Patolojik incelemelerde kon
hiicrelerinin i¢ ve dis segment morfolojilerinde bozulmalar
bazen de tiim hiicre katinda bozulmalar saptanmaktadir. 1381%

Akromatopside gen tedavisinin temeli kurtarilabilir kon
hiicrelerinin varligina baglidir. Morfolojisi bozulmamus hiic-
relerin dejenerasyondan korunmasi miimkiindiir.

Basarili deneysel ¢aligmalardan sonra 2015 yilinda Al-
manyada Tiibingen Universitesi ve Ludwig-Maximilian Uni-
versitesi birlikte RD-CURE ¢aligma grubu faz I/II ¢alismasini
baglatmiglardir (NCT02610582). Bu ¢alismada CNGA3 mu-
tasyonu olan olgulara subretinal olarak tek doz rAAV8. hCN-
GA3 uygulamasi yapilmustir. *° Bu konudaki ikinci Faz I/1I
¢alismas1 CNGB3-iliskili ACHM (NCT02599922) ile ilgilidir.
Applied Genetic Technologies Corp (AGTC) ve National
Eye Institute (NEI) isbirligi ile planlanmistir. Bu ¢aligmada
CNGB3 mutasyonu olan olgulara rAAV2tYF-PR1.7-hCN-
GB3 uygulamas: yapilmistir (NCT02935517). Bu giiveni-
lirlik ve doz belirleme ¢aligmasinda 9 olgu 3 doz grubuna
ayrilmistir. Doz gruplar1 1.0x10%, 5.0x10" ve 1.0x10'" vg
AAV8-CNGA3 seklinde belirlenmis ve subretinal uygulama
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sonrasi 12 aylik takipler yapilmigtir. 9 olgunun yaslar: 24 ile
59 yil, baslangic gérme keskinligi 20/200 ile 20/100 Snellen
sirasi, baslangic kontrast duyarlilik ise 0.1 ile 0.9 log arasinda
degismektedir. Tiim olgulara subretinal AAV8.CNGA3 uy-
gulamas1 komplikasyonsuz tamamlanmis ve 12 aylik takip
boyunca hi¢bir komplikasyon izlenmemistir. Tiim olgularda
degisken derecelerde kon fonksiyonlarinda artis ve ortalama
gorme keskinliginde 2.9 harf artig saptanmugtir. Kontrast du-

141

yarliklik testlerinde de 0.33 log artis olmustur.

DIABETIK RETINOPATi

Diyabetik retinopati (DR) gelismis tilkelerde gorme kay-
bina neden olan en 6nemli retina hastaliklarindan biridir.
Giiniimiizde DR ve diyabetik makula 6deminin temel teda-
visi VEGF molekiilii iizerinden yapilmaktadir. Bu da sik int-
ravitreal enjeksiyon gerektirmektedir. Alternatif tedavilerin
uzun terapotik etkileri, daha seyrek enjeksiyon gerektirmesi,
hastaligin gelisimini 6nleyebiliyor olmasi ve daha az yan etki-
sinin olmas1 gerekmektedir.

DRde gen tedavisinin stratejisi DR patogenezi iizerin-
den olacaktir. Gen tedavisi ya neovaskiilarizasyonun (NV)
inhibisyonu ya da norovaskiiler dejenerasyonun inhibisyonu
tizerinden etki etmelidir. Gliniimiize kadar yapilan hayvan
¢alismalarinda bagarili sonuglar alinmigstir.

Retinal vaskiilopatiyi hedefleyen ilaglar:

Bu amagla yapilan ¢aligmalar VEGF yolunu ilgilendir-
mektedir. VEGF reseptor 1 (VEGFR-1 ya da Flt-1) soluble
faktorii olan sFlt-1e yonelik yapilan hayvan ¢aliymalarinda
retinal NV inhibe edilmistir. Bir anti-VEGF intraseptorii
olan F1t23k, VEGF yolunda rol alan ve intraselliller VEGF’i
degrade eden bir molekiildiir. AAV-Flt23k enjeksiyonu son-
rast hayvanlarda koroidal NV belirgin olarak inhibe olmus-
tur. siRNA-expressing plasmid enjeksiyonu VEGF’i hedefle-
yerek, retinal NV’u inhibe eder.

Anjogenez inhibisyonunun diger bir yolu da endojen
anjiogenez inhibitérlerinin kullanimidir. Pigment epitel-de-
rive faktér (PEDF), angiostatin, endostatin, tissue inhibitor
metalloproteinaz-3 ve calreticulin antiangiogenik domain
(CAD) bu molekiiller arasindadir. AAV-PEDF uygulamasi
VEGEF diizeylerini belirgin olarak azaltmistir. Hayvanlarda
angiostatin, endostatin, tissue inhibitor metalloproteinaz-3
ve CAD uygulamalari ile yapilan ¢alismalar VEGF diizeyini
belirgin olarak azaltmis ve retinal NV’u inhibe etmislerdir.
Endotelyal hiicre proliferasyonunu inhibe eden amino-termi-
nal fragment (ATF) ve hepatosit growth faktoriin (HGFK1)
AAV ile uygulanmasi, retinal NV’u inhibe etmistir. Vaskiiler

permeabilite inhibitorlerinden sFlt-1 ve vazoinhibinin AAV
ile uygulamasi vaskiiler permeabiliteyi azaltmustir.

Norovaskiiler korumayi hedefleyen ilaglar:

Early growth response 1 (EGRI1) hiperglisemi ile bir-
likte vaskiiler hiicrelerde artan bir faktordiir ve DR’i gelis-
minin erken dénemlerinde 6nemli rol oynamaktadir. EGR1
ekspresyonunun azaltilmasi retinal endotelyal hiicrelerin
fonksiyonlarini regiile etmekte, migrasyon ve vaskiilarizas-
yonu engellemektedir. Bu faktore yonelik deneysel ¢caligmalar
mevcuttur. Mikrotiibiil-associated protein 1 light chain 3-1I
(LC3B-II) otofajik aktiviteyi gosteren bir markirdir. AAV-an-
ti-microRNA-204 intravitreal enjeksiyonu LC3B-II ekspres-
yonunu arttirarak hayvansal deneylerde DR gelisimini azalt-
migtir.

MAK’inin aktive olmas: vaskiiler ve noral hiicrelerinin
apopitozisine neden olur. Soluble CD59 (sCD59), MAK’ini
inhibe edebilir. AAV-sCD59 intravitreal uygulamasi hayvan-
larda vaskiiler sizintry1 %60 azaltmistir.

Norotrofik faktorlerin uygulanmasi diger bir noropro-
tektif yaklasimdir. AAV-BDNF intravitreal uygulanmasi
retinal ganglion hiicrelerinin yasam oranlarini arttirmistir.
Subretinal AAV2-EPO néronal apopitozisten korunmaya
yardimc1 olmustur.

Oksidatif stress DR gelismesine neden olan bagka bir
mekanizmadir. Bu mekanizmaya yonelik AAV-manganez su-
peroksit dismutase (MnSOD), AAV-ACE2 uygulamalar1 kan
retina bariyerinin korunmasina yardimei olmuslardir.

CRISPR/Cas-bazli tedaviler:

Bu teknoloji ile VEGF’in ve hipoksi indiiklenebilir faktor
la (HiFla)nin fazla ekspresyonunu saglayan genler buluna-
rak bunlarin diizeltilmesi miimkiin olacaktir. Hayvan ¢alis-
malarinda bu yontemle basarili sonuclar alinmustir.

DR'de gen tedavisi ile ilgili zorluklar:

Deneysel calismalarda alinan basarili sonuglara ragmen
DRde gen tedavisi ile ilgili klinik ¢aligmalara hentiz gegile-
memistir. Hastaligin patogenezinin kompleks olmasi, giive-
nilirlik ve spesifik ajan tedavisi konusundaki zorluklar, hasta
seciminin ve sonuglarin standardize edilememesi zorluklara
neden olmaktadir. DR, poligenik ve heterojen bir hastaliktir.
Progresif bir hastalik olmasi farkl: evrelerde tutulum yapma-
s1, genetik polimorfizmin ¢esitliligi, patogenezin karmagiklig:
gen tedavisi i¢in hasta se¢imini zorlagtirmaktadur. >+
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6-GEN TEDAVILERINE GENEL BAKIS:

[k olarak 2012 yilinda familial lipoprotein lipaz defi-
ciency (LPLD) hastaliginda kullanilmak tizere AAV-bazl ali-
pogene tiparvovec (Glybera, Uniqure, Hollanda), European
Medicines Agency (EMA) tarafindan kabul edilmigtir. Daha
sonra FDA voretigene neparvovec-rzyl (Luxturna®, Spark
Therapeutics Inc., ABD) ilacin1 RP ve LKK hastaliklarinda
saptanan RPE65 mutasyonu i¢in kabul etmistir. Bu FDA tara-
findan onaylanan ilk retinal gen tedavi ilacidir. Bundan son-
ra gen tedavileriyle ilgili caligmalar hiz kazanmigtir. LKKda
RPE 65 tedavisi ile gorme keskinliginden ok gorsel navi-
gasyon hedef alinmigtir. Bu durum RP gibi kompleks gorme
kayb1 olan olgularda sadece gorme keskinliginin degerlendi-
rilmesinin yeterli olmadigini gostermektedir.

Gen tedavisi ile ilgili ilk sonuglar iyi olsa da baz1 sorula-
rin cevabi heniiz bilinmemektedir. Viral vektorler gen tasi-
mada diger vektorlerden daha etkilidir. Ancak AAV’ler RPE
hiicrelerine ¢ok iyi uyum gdstermesine ragmen diger retinal
hiicrelere uyumu yeterli degildir. RPE disinda diger retinal
hiicrelere 6zellikle de fotoreseptorlere uyum saglayacak yeni
vektorlere ihtiya¢ vardir. Ayrica AVV’iin mevcut kapasitesi
4.7 kbdir ve bu kapasite daha biiyiik genlerin tedavi edilmesi
i¢in yeterli degildir. Dual AAV, LV, adenoviriisler ve non-vi-
ral vektorler kullanilarak kapasite problemi agilmaya ¢aligil-
maktadir. Bu sayede LKK'de CEP290, SMDde ABCA4, ve Tip
1 Usher sendromunda MYO7A gibi genler su anda kapasite
dahilindedir.

Oniimiizdeki yillar iginde koroideremi igin yapilan galig-
malarin sonuglarinin yani sira diger monogenik retina hasta-
liklarina yonelik gen tedavilerinin de klinik ¢alisma sonuglar1
yaymnlanacaktir. X gecigli RP i¢in RPGR, MERTK, akroma-
topsi icin CNGA3 ve CNGB3 SMD i¢in ABCA4 ve Usher
2A i¢in MYO7A tedavisi de miimkiin olacaktir. Gelisen di-
ger teknoloji de CRISPR/Cas9-bazli genom editing teknolo-
jisidir. Bu yontemle ¢oklu DNA mutasyonlarmnin da tedavi
edilmesi miimkiin olacaktir. Heyecan verici bir alan olan gen
tedavilerinin uygulamaya gecmesi ile bu tedavilerin {iretim,
dagitim, uygulama ve finansman siiregleri ile ilgili yeni so-
runlar ortaya ¢ikacaktir.
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